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Priloga A: Fenolne spojine, ki smo jih identificirali v naših vzorcih in skupina 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ArMV  virus mozaika repnjaka (Arabis mosaic virus) 
bp  bazni par 
Chl   vsebnost klorofila 
Cq  vrednost kvantitativnega cikla, oziroma cikel ko fluorescenca poročevalske 
  molekule preseže fluorescenčni prag  
DAS-ELISA  metoda dvojnega sendviča ELISA (double antbody sandwich ELISA) 
DNA   deoksiribonukleinska kislina 
dNTP  deoksiribonukletid trifosfat 
E   transpiracija 
ETR  hitrost transporta elektronov po tilakoidni membrani 
ELISA  encimskoimunski test (enzyme linked immunosorbent assay) 
EPPO   European and Mediterranean Plant Protection Organisation 
FFS   fitofarmacevtsko sredstvo 
GFkV   virus marmoriranosti vinske trte (grapevine fleck disease) 
GFLV   virus pahljačavosti listov vinske trte (grapevine fanleaf virus) 
GLD   bolezen zvijanja listov vinske trte (grapevine leafroll disease) 
GLRaV-1 z zvijanjem listov vinske trte povezani virus 1 (grapevine leafroll associated 
virus   1) 
GLRaV-2  z zvijanjem listov vinske trte povezani virus 2 (grapevine leafroll associated 
virus   2) 
GLRaV-3  z zvijanjem listov vinske trte povezani virus 3 (grapevine leafroll associated 
virus   3) 
GLRaV-4  z zvijanjem listov vinske trte povezani virus 4 (grapevine leafroll associated 
virus   4) 
GLRaV-6  z zvijanjem listov vinske trte povezani virus 6 (grapevine leafroll associated 
virus   6) 
GPGV  virus vinske trte sivi pinot (Grapevine pinot gris virus) 
GRBaV z rdečo packavostjo vinske trte povezani virus (Grapevine red blotch-
associated   
                        virus  
GRBD  bolezen rdeče packavosti vinske trte (grapevine red blotch disease)  
GRSPaV  z razbrazdanjem debla skalne in vinske trte povezani virus (grapevine 
rupestris   stem pitting-associated virus) 
Gs   prevodnost listnih rež 
XII 
Hajdinjak T. Odziv fenolnih spojin…delih lista…sorte ‘Merlot’ na virusno bolezen zvijanja listov.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za agronomijo, 2018  
 
 
GVA   virus A vinske trte (grapevine virus A) 
GVA   virus B vinske trte (grapevine virus B) 
HBA   hidroksibenzojske kisline 
HCA  hidroksicimetne kisline 
HPLC   visokoločljiva tekočinska kromatografija (high-performance liquid    
  cromatography) 
PAL encim  encim fenilalanin amonijak liaza 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (Polymerase chain reaction) 
Pn   neto fotosinteza 
RBDV  virus grmičavosti in pritlikavosti malinjaka (Raspberry bushy dwarf virus) 
qPCR  verižna reakcija s polimerazo v realnem času (real time PCR) 
RNA   ribonukleinska kislina 
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Vinska trta (Vitis sp.) je ena izmed najbolj razširjenih sadnih vrst na svetu (Oliver in Fuchs, 
2011). Načrtno so jo začeli gojiti že pred 6000 do 8000 leti na Bližnjem vzhodu, 
najverjetneje na območju med Črnim morjem in Iranom (Myles in sod., 2011). Skozi 
dolgoletno tradicijo gojenja je vinska trta postala izpostavljena številnim škodljivcem in 
boleznim. Slednje lahko povzročajo glive ter bakterije in hkrati eni izmed najmanjših 
povzročiteljev bolezni, virusi (Naidu in sod., 2014).  
 
Virusi, ki okužujejo vinsko trto so razširjeni povsod, kjer vinska trta uspeva (Calvi, 2011). 
V današnji pridelavi grozdja imajo virusi zelo pomembno vlogo, saj se po vstopu hitro 
razširijo po celotni rastlini (Vršič in Lešnik, 2010), kar lahko vodi do zmanjšanja pridelka in 
hkrati poslabšanja njegove kakovosti. S tem je vinogradnikom onemogočena uspešna 
pridelava grozdja, saj se začne zaradi okužbe življenjska doba trsov hitro krajšati (Xiao in 
sod., 2015; Blanco-Ulate in sod., 2017). Ko opazimo znamenja virusne okužbe na trti, lahko 
virus odstranimo le z uničenjem okužene trte, saj proti virusom nimamo ustreznega 
fitofarmacevtskega sredstva (FFS) (Calvi, 2011). Glavni način prenosa virusov med 
rastlinami poteka z okuženim sadilnim materialom, veliko vlogo pri prenosu pa imajo tudi 
naravni prenašalci oziroma vektorji (Vršič in Lešnik, 2010; Oliver in Fuchs, 2011). 
 
Calvi (2011) navaja, da so virusi številni, obstojni, stalno razvijajoči in zelo zahtevni za 
identifikacijo. V svetu se stalno razvijajo nove vrste in različki virusov, ki jih je zaradi 
nepoznavanja, kljub številnim metodam identifikacije zelo težko identificirati (Sudarshana 
in sod., 2015; Mavrič-Pleško, 2016). Skupaj s transportom sadilnega materiala, ki stalno 
poteka med državami, poteka tudi prenos virusov. Na ta način lahko v Slovenijo pridejo 
novi, nam še neznani virusi, ki so že bili identificirali v drugih delih sveta. Eden od njih je 
t.i. z rdečo packavostjo vinske trte povezan virus (Grapevine red blotch-associated virus; 
GRBaV), ki do sedaj, po nam dostopni literaturi še ni bil identificiran v Sloveniji oziroma 
Evropi, v Severni Ameriki (Krenz in sod., 2014) in Koreji (Lim in sod., 2016) pa že povzroča 
gospodarsko škodo (Krenz in sod., 2012; Bahder in sod., 2016a). Hkrati lahko k nam pridejo 
novi različki, nam že znanih virusov, kot je t.i. z zvijanjem listov vinske trte povezani virus 
(Grapevine leafroll-associated virus; GLRaV). Omenjeni virus je razširjen v vinogradih po 
vsem svetu in obstaja v številnih izolatih. Do danes so bili v Sloveniji, poleg GLRaV-1 in 
GLRaV-3 (Tomažič in sod., 2005) identificirani tudi številni drugi virusi, kot so GLRaV-2 
(Tomažič in sod., 2005, 2008), GLRaV-4 (Štrukelj in sod., 2016), GLRaV-6 (Tomažič in 
sod., 2005), virus pahljačavosti listov vinske trte (angl. Grapevine fanleaf virus; GFLV) 
(Tomažič in sod., 2005), virus marmoriranosti vinske trte (angl. Grapevine fleck virus; 
GFkV) (Tomažič in sod., 2005) ter virus vinske trte sivi pinot (angl. Grapevine Pinot gris 
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1.1 NAMEN DELA 
 
V vinogradu v Goriških Brdih smo na nekaterih trtah opazili atipična bolezenska znamenja 
okužbe z virusi GLRaV, ki povzročajo bolezen rdečenja in zvijanja listov. Atipična 
znamenja okužbe so bila rdeča, skoraj packasta medžilna obarvanost listov in rdečenje žil, 
kar ni običajno za viruse GLRaV. Namen našega dela je bil ugotoviti, ali so atipična 
znamenja povezana s katerim od virusov skupine GLRaV ter kako se razlikujejo odzivi 




Z raziskavo v okviru magistrske naloge hočemo potrditi ali zavreči naslednje hipoteze: 
♦  da so atipična bolezenska znamenja na trtah posledica okužb z virusom skupine 
GLRaV, ki povzročajo bolezen zvijanja in rdečenja listov, 
♦ da se odziv fenolnih spojin v posameznih delih lista (žile, ploskev) med virusi 
skupine GLRaV razlikuje,  
♦ da se pri virusu GLRaV-3 največ fenolov sintetizira v listni ploskvi, manj v žilah in 
♦ da se na listih z GLRaV atipičnimi znamenji sintetizira več fenolov v listnih žilah in 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 VIRUSI VINSKE TRTE (Vitis sp.) 
 
Virusna bolezenska znamenja je kot prvi opisal Adolf Mayer leta 1886, in sicer je opisal 
bolezenska znamenja virusa mozaika tobaka (tobbaco mosaic virus; TMV) (Harrison in 
Wilson, 1999). Prva poročila o zaskrbljujočem bolezenskem stanju rastlin vinske trte segajo 
v drugo polovico 19. st. in prihajajo iz Evrope. O neznani bolezni so takrat vedeli, da se 
prenaša s sadilnim materialom ter, da se pojavlja na naključnih rastlinah (Martelli, 2015). 
Velika vloga vinogradništva in pridelave grozdja v svetu ter vpliv rastlinskih virusov na trto 
je med strokovnjaki sprožilo zanimanje in s tem povzročilo nastanek številnih raziskav na 
področju virologije vinske trte, predvsem po letu 1950, ko je nastalo več kot 5000 strokovnih 
poročil (Martelli, 2014).    
 
Virusi so mikroskopsko majhni povzročitelji bolezni, ki za svoj obstoj in razmnoževanje 
nujno potrebujejo živega gostitelja (Blanco-Ulate in sod., 2017). Sestavljeni so iz nukleinske 
kisline in beljakovinskega plašča oziroma kapside. Glede na tip nukleinske kisline jih delimo 
na DNA- in RNA-viruse. Večina rastlinskih virusov kakor tudi teh, ki okužujejo vinsko trto 
ima RNA genom (Viršček Marn, 2016), vendar zadnje raziskave poročajo o novem, že prej 
omenjenem z rdečo packavostjo vinske trte povezanem virusu (GRBaV), ki spada med 
DNA-viruse (Poojari in sod., 2013). Omenjeni virus v Severni Ameriki že povzroča veliko 
gospodarsko škodo (Naidu in sod., 2014).  
 
Martelli (2014) navaja, da lahko vinsko trto okužuje 64 različnih vrst virusov, ki so uvrščeni 
v 27 rodov in 15 družin, kar na svetovni ravni predstavlja največje število virusov 
identificiranih v eni sami gojeni rastlini (Martelli in Boudon-Padieu, 2006; Oliver in Fuchs, 
2011). Nekateri virusi imajo v pridelavi grozdja manjši pomen kot drugi, kar lahko pripišemo 
njihovi omejeni razširjenosti v svetu in manjšemu vplivu na količino pridelka in sestavo 
jagod (Poojari in sod., 2013; Naidu in sod., 2014; Martínez in sod., 2016). GLRaV, ki 
povzroča bolezen zvijanja listov vinske trte (Grapevine leafroll disease; GLD) je 
gospodarsko najbolj pomemben povzročitelj virusne bolezni vinske trte. Bolezen je 
razširjena po vsem svetu ter okužuje vse sorte in podlage. Negativno vpliva na količino 
pridelka, saj se le-ta po Martelli in Boudon-Padieu (2006) zmanjša za 15-20 % in po 
Endeshaw in sod. (2014) ter Martinson in sod. (2008) za 40 % oziroma 50 %. GLD zakasni 
zorenje jagod ter jim zmanjša vsebnost sladkorjev in poveča vsebnost kislin (Martinson in 
sod., 2008). Martelli in Boudon-Padieu (2006) navajata, da je za nastanek bolezni 
odgovornih več vrst virusov iz družine Closteroviridae. Na rdečih sortah se bolezen izraža 
kot rdeče do vijolično obarvanje medžilnega prostora na listih, medtem ko žile ostanejo 
zelene. Pri belih sortah se medžilni prostor obarva bledo zeleno do rumeno (slika 1). Jagode 
ne razvijejo značilne sortne barve kožice, pozno dozorevajo in imajo manjšo vsebnost 
sladkorjev. Trte počasi propadajo (Al Rwahnih in sod., 2013).   
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Slika 1: Bolezenska znamenja GLD pri rdeči sorti 'Cabernet franc' (levo) in beli sorti 'Chardonnay' (desno) 
(Maree in sod., 2013) 
 
2.1.1 Klasifikacija virusov vinske trte 
 
Virusi vinske trte na rastlinah povzročajo točno določene bolezni in s tem specifična 
bolezenska znamenja, na podlagi katerih jih uvrščamo v štiri glavne skupine, in sicer virusi, 
vključeni v kompleks kužne izrojenosti vinske trte, s kompleksom zvijanja listov vinske trte 
povezani virusi, s kompleksom bolezni razbrazdanja lesa povezani virusi in s kompleksom 
kužne marmoriranosti vinske trte povezani virusi. Drugi virusi, ki imajo na trto manjši ali 
celo zanemarljiv vpliv so uvrščeni v posebno skupino (preglednica 1) (Oliver in Fuchs, 2011; 
Naidu in sod., 2014; Mavrič Pleško in sod., 2016).  
 
Preglednica 1: Seznam virusov vinske trte in bolezni povezane z njimi (prirejeno po Oliver in Fuchs, 2011; 
Mavrič Pleško in sod., 2016) 
Virus Slov. ime Angl. ime  










z zvijanjem listov vinske trte povezani virus-1 
z zvijanjem listov vinske trte povezani virus-2 
z zvijanjem listov vinske trte povezani virus-3 
z zvijanjem listov vinske trte povezani virus-4 
 
z zvijanjem listov vinske trte povezani virus-9 
z zvijanjem listov vinske trte povezani virus-De 
z zvijanjem listov vinske trte povezani virus-Pr 
z zvijanjem listov vinske trte povezani virus-Car 
Grapevine leafroll-associated virus-1 
Grapevine leafroll-associated virus-2 
Grapevine leafroll-associated virus-3 
Grapevine leafroll-associated virus-4 
 
Grapevine leafroll-associated virus-9 
Grapevine leafroll-associated virus-De 
Grapevine leafroll-associated virus-Pr 
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nadaljevanje Preglednice 1 
Virus Slov. ime Angl. ime 



















italijanski latentni virus artičoke 
virus mozaika repnjaka 
virus lisavosti listov borovnice 
virus zvijanja listov češnje 
anatolski virus obročkaste pegavosti vinske trte 
bolgarski latentni virus vinske trte 
virus kromastega mozaika vinske trte 
virus deformacije vinske trte 
virus pahljačavosti listov vinske trte 
tunizijski virus obročkaste pegavosti vinske trte 
virus rozetavosti in mozaika breskve 
virus obročkaste pegavosti malinjaka 
latentni virus obročkaste pegavosti vrtnega 
rdečega jagodnjaka 
virus črne obročkavosti paradižnika 
virus obročkaste pegavosti paradižnika 
virus obročkaste pegavosti tobaka 
Artichoke Italian latent virus  
Arabis mosaic virus 
Blueberry leaf mottle virus 
Cherry leafroll virus 
Grapevine anatolian ringspot virus 
Grapevine bulgarian latent virus 
Grapevine chrome mosaic virus 
Grapevine deformation virus 
Grapevine fanleaf virus 
Grapevine tunisian ringspot virus 
Peach rosette mosaic virus 
Raspberry ringspot virus 
Strawberry latent ringspot virus 
 
Tomato blackring virus 
Tomato ringspot virus 
Tobbaco ringspot virus 







z razbrazdanjem debla skalne in vinske trte 
povezani virus 
virus A vinske trte 
virus B vinske trte 
virus D vinske trte 
virus E vinske trte 
Grapevine rupestris stem pitting-
associated virus 
Grapevine virus A 
Grapevine virus B 
Grapevine virus D 
Grapevine virus E 







z zvezdastim mozaikom vinske trte povezani virus 
 
virus marmoriranosti vinske trte 
virus vinske trte red globe 
virus peresavosti žil skalne in vinske trte 
virus 1 vinske trte syrah 
Grapevine asteroid mosaic-associated 
virus 
Grapevine fleck virus 
Grapevine redglobe virus 
Grapevine rupestris vein feathering virus 
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nadaljevanje Preglednice 1 
Virus Slov. ime Angl. ime 





















virus mozaika lucerne 
virus uvelosti boba 
virus navadnega mozaika fižola 
virus lisavosti nageljna 
virus mozaika kumare 
alžirski latentni virus vinske trte 
virus oglatega mozaika vinske trte 
virus nekroze notranjosti jagod vinske trte 
virus linijskega vzorca vinske trte 
labilni paličasti virus vinske trte 
virus zakrnelosti vinske trte 
virus razbarvanja žil vinske trte 
virus zvezdastega mozaika petunije 
virus X krompirja 
virus grmičavosti in pritlikavosti malinjaka 
virus mozaika metlike 
virus mozaika tobaka 
virus D nekroze tobaka 
virus mozaika paradižnika 
virus pegavosti in uvelosti paradižnika 
Alfalfa mosaic virus 
Broad bean wilt virus 
Bean common mosaic virus 
Carnation mottle virus 
Cucumber mosaic virus 
Grapevine algerian latent virus 
Grapevine angular mosaic virus 
Grapevine berry inner necrosis virus 
Grapevine line pattern virus 
Grapevine labile rod-shaped virus 
Grapevine stunt virus 
Grapevine vein clearing virus 
Petunia asteroid mosaic virus 
Potato virus X 
Raspberry bushy dwarf virus 
Sowbane mosaic virus 
Tobacco mosaic virus 
Tobacco necrosis virus 
Tomato mosaic virus 




V pridelavi trsnih cepljenk je po Pravilniku o trženju materiala za vegetativno 
razmnoževanje trte (2005) obvezen stalen nadzor nad škodljivimi organizmi, tudi virusi in 
virusom podobnimi organizmi v matičnem nasadu, matičnjaku in trsnici. V matičnem 
vinogradu mora fitosanitarni inšpektor vsako leto pridelave cepičev opraviti vizualni pregled 
rastlin in vzeti vzorce rastlinskega materiala. Pridelovalec mora trte, ki kažejo znake 
prisotnosti karantenskih škodljivih organizmov pravočasno odstraniti iz nasada. Enak nadzor 
kot v matičnem vinogradu poteka tudi v pridelavi standardnih ukoreninjenih trsnih cepljenk, 
edina razlika je, da je pri slednjem vizualni pregled rastlin potrebno opraviti dvakrat letno. 
Pri uradnem potrjevanju korenjakov in ukoreninjenih trsnih cepljenk organ za potrjevanje 
pregleda evidence, ki so bile vodene o preprečevanju pojava in širjenja škodljivih 
organizmov. Letno opravi vizualni pregled rastlin med rastjo in vzame vzorce rastlinskega 
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Preglednica 2: Virusi in virusom podobni organizmi, na katere je v Sloveniji potrebno testirati rastline 
kandidatke za izvorne matične trse, izvorni, bazni in certificiran material ter metode in pogostnost testiranja 
(Pravilnik …, 2005) 










Kompleks kužne izrojenosti vinske trte (grapevine degeneration complex) 
Arabis mosaic nepovirus 
Grapevine Bulgarian latent nepovirus 
Grapevine chrome mosaic nepovirus 
Grapevine fanleaf nepovirus 
Raspberry ringspot nepovirus 
Strawberry latent ringspot nepovirus 































Kompleks bolezni predčasnega zvijanja in rdečenja listov vinske trte (grapevine leafroll complex) 
Grapevine closterovirus A 
Grapevine leaf roll-associated closterovirus 1 
Grapevine leaf roll-associated closterovirus 2 
Grapevine leaf roll-associated closterovirus 3 
Grapevine leaf roll-associated closterovirus 4 













2 ali 3(a) 
2 ali 3(a) 
 











Kompleks bolezni plutavosti in razbrazdanja lesa vinske trte (grapevine rugose wood complex) 
Grapevine stem pitting viruses (Corky bark, 
Rupestris stem pitting, Kober stem grooving, 
LN 33 stem grooving) 
 1    
Kužna marmoriranost vinske trte (grapevine fleck disease) 
Grapevine fleck virus (Grapevine phloem-
limited isometric virus) 
GFkV 1(d) 2 ali 3(a) 
(d) 
  
Bolezen »enation« vinske trte (grapevine enation disease) 
Grapevine enation agent  1    
Bolezni vinske trte, ki jih povzročajo fitoplazme 
Grapevine flavescence doree fitoplazma 
Grapevine bois noir in druge fitoplazme 
 1 
1 
   
Opombe:  
1: testiranje na Vitis indiaktorjih 
2: indeksiranje na zelnatih rastlinah 
3: serološki testi (ELISA) 
(a) Vsakih 5 let 
(b) Vsakih 6 let, začetek testiranja 3 leta po posaditvi v matični nasad 
(c) Vsakih 10 let, začetek testiranja 5 let po posaditvi v matični nasad 
(d) Testiranje in ponovno testiranje obvezno le za podlage 
Metoda testiranja se izvede po EPPO standardih (European and Mediterranean plant protection organization). 
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Priloga 1 k Pravilniku o trženju materiala za vegetativno razmnoževanje trte (2005) določa 
pogoje in zahteve, ki se nanašajo na rastline v matičnih nasadih in trsnicah med rastjo. 
Zemljišča, ki so namenjena postavitvi matičnega nasada ali trsnice ne smejo biti okužena s 
škodljivimi organizmi ali njihovimi prenašalci. Pri tem velja omeniti predvsem ogorčice, ki 
so  prenašalke virusov. Rastline, namenjene za pridobitev razmnoževalnega materiala 
morajo biti zdrave in brez prisotnih virusov. Pri tem moramo biti pozorni predvsem na 
GFLV, GLRaV-1, GLRaV-3 in virus A vinske trte (GVA), ki povzroča bolezni razbrazdanja 
lesa (Pravilnik …, 2005).  
 
V Sloveniji je potrebno trte, ki so kandidati za izvorne matične rastline testirati na prisotnost 
vseh virusov navedenih v preglednici 2. Omenjeno testiranje poteka na Vitis indikatorjih (1). 
Izvorni, bazni in certificiran material je potrebno ponovno testirati na prisotnost virusa 
mozaika repnjaka (Arabis mosaic nepovirus; ArMV), Grapevine fanleaf virus; GFLV, virusa 
A vinske trte (Grapevine virus A; GVA), GLRaV-1, GLRaV-3 ter na prisotnost GFkV. 
Testiranje poteka s serološkimi testi (ELISA) (3) ali z indeksiranjem na zelnatih rastlinah 
(2), vsakih 5 (a), 6 (b) ali 10 (c) let (preglednica 2) (Pravilnik …, 2005).   
 
2.2 VPLIVI VIRUSOV NA TRTO 
 
Kot odziv na virusno okužbo se na rastlinah vinske trte pojavijo simptomi oziroma 
bolezenska znamenja, ki se lahko med posameznimi trsi razlikujejo. Na izražanje znamenj 
in njihovo intenzivnost vplivajo sorta in starost rastline, fenofaza, prehrana rastline, okoljske 
razmere (neugodne razmere za rastlino pomenijo stres) in vrsta virusa (Naidu in Hughes, 
2003; Viršček Marn, 2016). Velikokrat se zgodi, da trte ob virusni okužbi na listih, mladikah 
in grozdju ne kažejo vidnih znamenj in takrat govorimo o latentni okužbi. V grozdih se lahko 
nekoliko zmanjša število jagod, slednje so bolj drobne in imajo manjšo vsebnost sladkorja 
kot jagode zdravih trt (Vršič in Lešnik, 2010). Po Agriosu (1990) naj bi latentne okužbe 
zmanjšale pridelek za 8 do 20 %.  
 
Primer latentne okužbe navajajo Uyemoto in sod. (2001), ki so v poskusu na sorti 'Red 
Globe', cepljeni na 5 različnih podlag, vzorčili listne peclje na, po izgledu zdravih trtah in 
jih testirali na virus B vinske trte (GVB), z zvijanjem listov vinske trte povezani virus 
(GLRaV-2), z razbrazdanjem debla skalne in vinske trte povezani virus (GRSPaV) ter novo 
odkriti virus iz rodu Closterovirus na sorti 'Red Globe'. Rezultati so pokazali, da so trte 
okužene z novo odkritim virusom, ki si deli 74 % genoma z virusom GLRaV-2, kar pomeni, 
da gre za novo varieteto omenjenega virusa. Z vzorčenih trt so pobrali cepiče in jih cepili na 
indikatorski sorti za GLRaV, 'Cabernet Franc' in 'Cabernet Sauvignon'. Cepljene rastline niso 
pokazale znamenj virusne okužbe, kar je bilo v skladu s predvidevanji avtorjev, in sicer, da 
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Tipične spremembe, ki jih opazimo na rastlinah vinske trte pri virozah so (Vršič in Lešnik, 
2010):  
a) Na listih se pojavijo razbarvanja, mozaični vzorci, nekroze ali kloroze, listna ploskev 
se zvija, postane peteršiljaste, pahljačaste ali nesimetrične oblike, listne žile se 
obarvajo, so nepravilno razporejene ali propadejo, običajno so obarvane drugače kot 
medžilni prostor; 
b) Na rozgah se skrajšajo internodiji, očesa so nepravilno razporejena, pride do cik-
cakaste rasti, sploščenosti in upogljivosti lesa, slabše olesenitve rozg v jeseni in 
metlaste razrasti poganjkov; 
c) Na grozdih so jagode različnih velikosti, ki ne dozorevajo, imajo neprijeten vonj in 
okus, kožica in grozdni sok sta nenavadno obarvana, jagode venijo, se sušijo, 
odpadajo, pride do prestreljenih grozdov. 
 
Znamenja virusnih okužb niso gotovi pokazatelj prisotnosti virusa, saj niso specifična samo 
za virusna obolenja. Bolezenska znamenja se med leti različno intenzivno izražajo ali celo 
izginejo, kar lahko zavede vinogradnika, da je trta zdrava in takrat govorimo o navidezni 
ozdravitvi (Vršič in Lešnik, 2010). Z napredkom na področju identifikacije virusov smo 
prišli tudi do novih metod identifikacije in zadnje raziskave nakazujejo, da trto pogosto 
okužuje več virusov hkrati (mešane okužbe; angl. mixed infections), kar lahko vodi do 
večjega zmanjšanja pridelka kot pri okužbi z enim virusom ter do propadanja trt (Meng in 
sod., 2006; Prosser in sod., 2007; Santini in sod., 2011; Zhang in sod., 2011; Štrukelj in sod., 
2016). Po Poojari in sod. (2013) naj bi do tega prišlo zaradi vzajemnega odnosa med virusi. 
Lahko se zgodi, da znamenja virusne okužbe zamenjamo s pomanjkanjem hranil, 
poškodbami nastalimi s strani hormonov ali FFS, predvsem herbicidov, posledicami 
okoljskih razmer (pozeba, vročina), z okuženostjo korenin z glivami ali bakterijami, 
posledicami onesnaženega zraka ali s poškodbami škodljivcev (žuželke, nematode) (Naidu 
in Hughes, 2003; Vršič in Lešnik, 2010). Zaradi vseh naštetih dejstev o simptomatiki 
virusnih okužb, je ob sumu na okužbo trt z virusom, poleg vizualnega pregleda rastlin 
priporočeno tudi testiranje, s katerim se potrdi ali ovrže okužba in identificira virus, ki 
povzroča bolezenska znamenja (Naidu in Hughes, 2003).   
 
Calvi (2011) navaja, da imajo virusne okužbe lahko majhen ali zelo velik vpliv na vinsko 
trto. Okužbe z večjim vplivom vodijo do zmanjšanja pridelka, izgube bujnosti in vigorja, 
slabše sestave jagod (manjša vsebnost sladkorjev, večja vsebnost kislin) in 
nekompatibilnosti med podlago in sorto. Okužene rastline so bolj občutljive na druge 
patogene organizme in negativne razmere v okolju. Skrajša se življenjska doba trsov, saj 
rastline pri virusnih okužbah počasi propadajo (Martelli in Boudon-Padieu, 2006; Martelli, 
2015; Viršček Marn, 2016).  
 
Vpliv mešanih virusnih okužb na metabolizem vinske trte v primerjavi z okužbo z enim 
virusom so proučevali Štrukelj in sod. (2016) v rastlinjaku na Kmetijskem inštitutu Slovenije 
leta 2014. Poskus je potekal na sortah 'Modra Frankinja', 'Renski Rizling' in 'Sivi Pinot'. 
Imeli so dve obravnavanji, v vsakem po osem trt, in sicer A – trte okužene z GLRaV-1 ter B 
– trte okužene z GLRaV-1 in GLRaV-3 (mešana okužba). Meritve so potekale od začetka 
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junija do sredine septembra (3. junij, 14. julij, 11. in 25. avgust, 8. september), ko so merili 
neto fotosintezo (Pn), prevodnost listnih rež (gs), transpiracijo (E), fluorescenco, vsebnost 
klorofila (Chl) in hitrost transporta elektronov po tilakoidni membrani (ETR). Hkrati so 
rastline vizualno pregledovali in beležili pojav bolezenskih znamenj. Rezultati so pokazali, 
da je bila Pn v listih okuženih z virusom GLRaV-1 dvakrat večja kot v listih z mešano 
okužbo (A – 9,19 ± 1,43 μmol CO2 m-2 s-1, B – 4,60 ± 0,60 μmol CO2 m-2 s-1). Značilne 
razlike med obravnavanjema so bile tudi pri gs, E in ETR, kjer so bile nižje vrednosti 
omenjenih procesov izmerjene pri trtah z mešano okužbo. Vsebnost klorofila v listih se med 
obravnavanjema A in B ni značilno razlikovala. Bolezenska znamenja se na rastlinah niso 
pojavila (Štrukelj in sod., 2016). Do podobnih zaključkov so prišli tudi Sampol in sod. 
(2003), ki so ugotovili, da virusna okužba zmanjša aktivnost neto fotosinteze za približno 50 
%.   
 
Rezultati navedene raziskave potrjujejo navedbe mnogih avtorjev (Meng in sod., 2006; 
Prosser in sod., 2007; Santini in sod., 2011; Zhang in sod., 2011; Štrukelj in sod., 2016), da 
mešane okužbe bolj negativno vplivajo na procese vinske trte kot viroze povzročene z enim 
virusom. Omenjenih rezultatov pa ne moremo prenesti na vse sorte in rastne razmere 
(vinograd, in vitro kulture), saj je vpliv virusov na vinsko trto močno odvisen od omenjenih 
dejavnikov. 
 
2.3 PRENOS VIRUSOV MED RASTLINAMI IN VARSTVO 
2.3.1 Prenos virusov med rastlinami 
 
Virusi se najbolj pogosto prenašajo s sadilnim materialom, medtem ko je med rastlinami 
mehanski prenos preko orodja in drugih predmetov (obutev, oblačila, stroji) manj pogost. 
Pogoj za mehanski način prenosa nekaterih virusov je poškodba na rastlini, skozi katero 
virus vstopi. Drugi način prenosa virusov v naravi poteka s prenašalci oziroma vektorji, ki 
prenašajo večino rastlinskih virusov, in sicer 76 % (Hogenhout in sod., 2008). Ker se virusi 
zelo hitro razmnožujejo in prenašajo od rastline do rastline, lahko v kratkem času povzročijo 
veliko škodo. Pri vinski trti so najbolj pomembni prenašalci žuželke, pršice in ogorčice 
(Vršič in Lešnik, 2010). Tsai in sod. (2010) navajajo, da imajo nekateri virusi več različnih 
vektorjev, nekateri le enega specifičnega prenašalca, pri določenih pa vektor ni znan. 
Običajno imajo virusi istega rodu prenašalce iz iste družine škodljivcev, kar nakazuje na 
dolgoročno evolucijsko povezanost ter specifičnost med virusom in njegovim prenašalcem 
(Urek, 2016).  
 
Vinska trta je lesnata rastlina namenjena večletni pridelavi, ki se jo najbolj pogosto 
razmnožuje s cepljenjem. Znamenja okužbe se lahko pokažejo šele po nekaj letih rasti, zato 
je prenos virusov s sadilnim materialom eden najbolj nevarnih načinov prenosa, pri katerem 
ima največjo vlogo človek (Urek, 2016).  
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Za neposredno zatiranje virusnih bolezni ali obvarovanje trt pred slednjimi nimamo 
ustreznega FFS, kar pomeni, da se lahko pridelovalci grozdja poslužujejo le preventivnih 
varstvenih ukrepov. Prvi izmed njih je spremljanje naravnih prenašalcev virusov. Pri vinski 
trti je med žuželkami najbolj pomembno spremljanje števila škržatkov, resarjev, kaparjev in 
stenic ter pršic in nematod. Nadzor naravnih prenašalcev v vinogradih močno pripomore k 
zmanjšanju širjenja virusov, vendar varstvo temelji na uporabi zdravega in certificiranega 
sadilnega materiala brez prisotnosti virusov. Trsničarji morajo med pridelavo in prodajo 
trtnih cepljenk večkrat preveriti zdravstveno stanje trt (Vršič in Lešnik, 2010; Oliver in 
Fuchs, 2011; Cieniewicz in Fuchs, 2014). Naidu in Hughes (2003) ter Poojari in sod., (2013) 
navajajo, da je vinska trta trajna rastlina in lahko okužen trs več let služi kot vir za 
sekundarne virusne okužbe v vinogradu. Posledično je odstranjevanje okuženih trsov iz 
vinograda poleg preprečevanja vnosa okuženega sadilnega materiala v vinograd in 
zmanjšanja številčnosti prenašalcev, eden izmed najbolj pomembnih varstvenih ukrepov 
pred virusnimi obolenji.   
 
Termoterapija je metoda odstranjevanja patogenih virusov iz okuženega sadilnega materiala 
s toplo vodo. O omenjeni metodi so prvič poročali Goheen in sod. (1972), ko so z vročo 
vodo želeli odstraniti riketcije, povzročitelje Piercove bolezni trte (angl. Pierce's disease) iz 
okuženih trsov. Rezultati so pokazali, da je bilo najbolj učinkovito obravnavanje (popolna 
odstranitev patogena in hkrati preživetje trte) namakanje sadilnega materiala v vodi za tri 
ure pri 45 °C, vendar se danes najbolj pogosto izvaja 30 min namakanje pri temperaturi 50 
°C (Soltekin in Altindisli, 2017). Na dolžino in temperaturo termoterapije vplivajo vrsta 
virusa, sorta vinske trte ter okoljske razmere, v katerih rastejo trte. Metoda je učinkovita in 
varna za okolje, vendar lahko hkrati pride do negativnega vpliva na brstenje, rast v trsnicah 
in uspešnost cepljenja pri nekaterih sortah (Burr in sod., 1989; Soltekin in Altindisli, 2017). 
Številnim prednostim navkljub, termoterapija pri nas še ni uveljavljena metoda 
odstranjevanja virusov v pridelavi trsnih cepljenk.  
 
Zgoraj omenjeni preventivni varstveni ukrepi nimajo zagotovila, da bodo trto obvarovali 
pred okužbo z virusi, zato je najbolj zaželena oblika varstva toleranca oziroma odpornost 
vinske trte na viruse. Tolerantne oziroma odporne trte bi še posebej prišle prav v 
vinogradnih, kjer so stalno prisotni virusi, ki se prenašajo s prostoživečimi prenašalci. 
Spontana toleranca in odpornost na viruse pri žlahtni vinski trti (Vitis vinifera L.) še nista 
bili odkriti (Oliver in Fuchs, 2011). Laimer in sod. (2009) poročajo o novem pristopu k 
zagotavljanju odpornosti na viruse, ki temelji na genskem inženiringu, vendar je omenjena 
metoda pod vprašajem, saj bi moralo biti vloženega še veliko truda, da bi javnost sprejela 
trto, odporno na viruse, ki je nastala s spreminjanjem ratlinskega genoma.       
 
2.4 IDENTIFIKACIJA VIRUSOV 
 
Na bolezenska znamenja, ki se pojavijo na vinski trti po virusni okužbi se pri identifikaciji 
ne moremo zagotovo zanesti, zato za ugotavljanje virusov uporabljamo različne 
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identifikacijske metode. Določanje vrste virusa v sadilnem materialu je pomembno zaradi 
transporta trtnih cepljenk po svetu, s katerimi se lahko prenašajo tudi virusi (Naidu in 
Hughes, 2003). 
 
Za identifikacijo virusov vinske trte je na voljo več metod. Vsaka izmed njih ima prednosti 
in slabosti, zato je včasih potrebno za identifikacijo uporabiti več metod, predvsem ob pojavu 
novega virusa. Metoda identifikacije, ki temelji na infektivnosti virusa se imenuje 
indeksiranje. Glede na serološke lastnosti lahko virus določimo z encimsko-imunskim 
testom ELISA in glede na lastnosti nukleinskih kislin z verižno reakcijo s polimerazo (PCR), 
s PCR v realnem času (qPCR) ali s sekvenciranjem naslednje generacije (Naidu in Hughes, 




Indeksiranje je način odkrivanja virusov ali virusom podobnih organizmov v rastlinah vinske 
trte s cepljenjem. Je starejši način detekcije virusov, ki se kljub dolgotrajnosti postopka še 
danes pogosto uporablja v selekciji vinske trte. Prednost omenjene metode je, da lahko s 
pravim indikatorjem zaznamo tudi okužbe z neznanim povzročiteljem. Pri indeksiranju 
cepimo cepič indikatorske rastline na ukoreninjeno podlago domnevno okužene trte. 
Cepljenke moramo nato gojiti v trsnici vsaj dve leti, da se lahko na nadzemnih delih razvijejo 
bolezenska znamenja. Predlagani indikatorji za posamezen virus vinske trte so navedeni v 
preglednici 3 (Martelli, 1993; Mavrič Pleško, 2016).  
 
Preglednica 3: Glavni indikatorji virusov vinske trte (Martelli, 1993) 
Indikator Virusna okužba 
Vitis rupestris st. George Virus marmoriranosti vinske trte (GFkV), virus 
pahljačavosti listov vinske trte (GFLV), z zvezdastim 
mozaikom vinske trte povezani virus (GAMaV) 
Vitis vinifera 'Cabernet franc', 'Pinot noir' ali druge 
rdeče sorte 
Z zvijanjem listov vinske trte povezani virus (GLRaV) 
Kober 5 BB (Vitis berlandieri x Vitis riparia) Kober stem grooving 
LN 33 (Coudero 1613 x Vitis berlandieri) Corky bark, enations, LN 33 stem grooving 
Bacco 22A Stunting component of leafroll 
Vitis riparia Gloire de Montpellier Vein mosaic 
110 R Vein necrosis 
Vitis vinifera Mataro ali Mission seedling Leafroll yellow speckle 
 
2.4.2 Encimsko imunski test ELISA 
 
Encimsko imunski test ELISA (angl. enzyme-linked immunosorbent assay) se za 
identifikacijo rastlinskih virusov uporablja od leta 1977 (Clark in Adams, 1977), pred tem 
pa so ga uporabljali le v klinični patologiji in imunologiji. Danes je najbolj pogosto 
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uporabljena serološka metoda za odkrivanje virusov v rastlinah, saj lahko v relativno 
kratkem času analiziramo veliko število vzorcev. Ostale prednosti testa so prilagodljivost, 
občutljivost (zazna že zelo majhno koncentracijo virusnih antigenov) in gospodarna raba 
reagentov ter dejstvo, da poleg spektrofotometra ne potrebujemo druge dražje opreme. 
Identifikacija virusa temelji na vezavi protitelesa na antigen, ki predstavlja točno določen 
virus, kar pomeni, da moramo imeti v laboratoriju na voljo protitelo za vsak posamezen virus 
(Clark in Adams, 1977; Weber in sod., 2002; Naidu in Hughes, 2003).   
 
Za identifikacijo rastlinskih virusov vinske trte in drugih gojenih rastlin se danes uporablja 
neposredna metoda dvojni sendvič (angl. Double Antibody Sandwich ELISA; DAS ELISA) 
(Clark in Adams, 1977), kjer je antigen ujet med dve specifični protitelesi. Test poteka na 
96 mestni mikrotitrski plošči z vdolbinicami. V njih najprej nanesemo protitelesa s katerimi 
se vežejo virusi, izolirani iz rastlinskega materiala. V naslednjem koraku na viruse nanesemo 
protitelesa z vezanim encimom in nato še substrat za encim, ki ga encim razgradi, kar se 
pokaže kot rumeno obarvanje. Intenziteto obarvanja nato izmerimo s spektrofotometrom pri 
valovni dolžini 405 nm.. Barvna reakcija dokazuje prisotnost virusa v vzorcu (slika 2) (Clark 
in Adams, 1977; Mavrič Pleško, 2016).  
 
Kljub enostavnosti testa, lahko po Naidu in Hughes (2003), na zanesljivost rezultatov vpliva 
več dejavnikov. Med dodajanjem posameznih reagentov sta pomembna inkubacijski čas, ki 
omogoči dobro vezavo reagenta in dobro izpiranje plošče, s katerim odstranimo nevezane 
snovi, ki lahko povzročijo nespecifične reakcije. Pomemben je tudi čas in lokacija odvzema 
rastlinskih vzorcev, shranjevanje in priprava reagentov ter uporaba primernih pufrov za 
ekstrakcijo virusa iz rastlinskega materiala. 
 
 
Slika 2: Prikaz izvedbe serološkega testa DAS ELISA za identifikacijo virusov (Introduction to ELISA …, 
2018) 
 
2.4.3 Verižna reakcija s polimerazo (PCR)    
 
Skupaj z napredkom na področju molekularne biologije so se razvile tudi nove metode za 
identifikacijo virusov, katere odlikuje visoka občutljivost in specifičnost. Ena izmed najbolj 
uveljavljenih molekularnih metod identifikacije patogenih organizmov v rastlinah je verižna 
reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction; PCR). PCR se danes pri vinski trti 
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uporablja za identifikacijo povzročiteljev bolezni kot so virusi, bakterije in glive, saj ima 
vsak organizem specifičen genetski zapis (Weber in sod., 2002; Polymerase chain reaction, 
2015; Mavrič Pleško, 2016). 
 
Metoda PCR temelji na pomnoževanju kratkih segmentov genoma določenega patogena s 
pomočjo DNA polimeraze, ki enoverižno matrično DNA naredi dvoverižno s povezovanjem 
ustreznih nukleotidov (Garibyan in Avashia, 2013). Če je patogen v vzorcu prisoten tudi v 
zelo majhni koncentraciji, bo PCR njegov genom namnožil, kar pojasnjuje visoko 
občutljivost PCR testa za identifikacijo virusov. Pri tem je pomembno, da za namen 
identifikacije izberemo mesta na genomu, ki se med posameznimi vrstami virusa najbolj 
razlikujejo (Weber in sod., 2002).  
 
Za pomnoževanje genoma z metodo PCR potrebujemo več komponent, ki skupaj sestavljajo 
reakcijo. Osnova je matrična DNA, ki vsebuje tarčno nukleotidno zaporedje katero želimo 
namnožiti. Dva začetna oligonukleotida sta vsaj 20 baznih parov (bp) dolga, enoverižna 
segmenta DNA, ki se komplementarno prilegata na tarčno DNA. Za reakcijo sta nujno 
potrebna, saj se lahko encim DNA polimeraza pritrdi le na dvoverižno DNA molekulo. Vsak 
začetni oligonukleotid je sestavljen iz drugačnega zaporedja nukleotidov, kar omogoča 
vrstno specifično identifikacijo rastlinskih virusov. DNA polimeraza je termostabilen encim, 
ki na enoverižno DNA veže nukleotide adenin, citozin, gvanin in timin v obliki 
deoksiribonukleotid trifosfatov (dNTP). Slednji so gradniki nove DNA. Za optimalno 
delovanje DNA polimeraze v reakcijo dodamo tudi pufer, ki naredi okolje podobno tistemu 
v rastlinskih celicah. Za delovanje samega encima potrebujemo tudi magnezijeve (Mg) ali 
manganove (Mn) katione, ki se vežejo na DNA polimerazo in jo naredijo aktivno. Na koncu 
v reakcijo dodamo vodo, da napolnimo reakcijski volumen in dosežemo ustrezne 
koncentracije (Garibyan in Avashia, 2013; Mavrič Pleško, 2016).  
 
Pomnoževanje DNA z metodo PCR poteka v treh glavnih korakih, in sicer denaturacija, 
prileganje začetnih oligonukleotidov in podaljševanje. V prvem koraku najprej poteče 
denaturacija dvoverižne matrične DNA molekule do dveh enoverižnih pri temperaturi 94-96 
°C. Sledi znižanje temperature na 50-65 °C, ko se na matrični DNA molekuli 
komplementarno vežeta začetna oligonukleotida. Temperatura ob prileganju je odvisna od 
sestave uporabljenih začetnih oligonukleotidov. Na koncu sledi podaljševanje pri 
temperaturi 72 °C, ko DNA polimeraza na DNA verigo veže ustrezne nukleotide. Celoten 
postopek se ciklično ponovi 25- do 40-krat. V vsakem ciklu se število kopij matrične DNA 
podvoji in s tem eksponentno narašča. Velikost nastalega produkta oziroma amplikona nato 
analiziramo z gelsko elektroforezo, ki loči segmente DNA glede na njihovo dolžino 
(Garibyan in Avashia, 2013; Mavrič Pleško, 2016). 
 
Večina rastlinskih virusov ima RNA genom, kar pomeni, da jih moramo pred izvedbo 
pomnoževanja s PCR prepisati v komplementarno DNA obliko, saj lahko uporabljena DNA 
polimeraza pomnožuje le dvoverižno DNA. Slednje naredi encim reverzna transkriptaza 
(Puri in sod., 2015).  
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Kot vsaka metoda identifikacije rastlinskih virusov ima tudi PCR svoje prednosti in slabosti. 
Kot prednosti lahko navedemo visoko občutljivost ter specifičnost za posamezne viruse ter 
dejstvo, da v kratkem času dobimo veliko število kopij virusnega genoma, ki jih lahko 
uporabimo za nadaljnje analize. Slabosti opisane metode so, da lahko zaradi specifičnosti 
testa kakršnakoli kontaminacija DNA vzorca privede do napačnih oziroma zavajajočih 
rezultatov. Za sintezo začetnih oligonukleotidov potrebujemo predhodno znanje in podatke 
o zaporedju nukleotidov tarčne DNA. In nazadnje, s PCR metodo lahko preverimo prisotnost 
ali odsotnost le nam znanih virusov v rastlinskem tkivu (Puri in sod., 2015).  
 
2.4.4 Metoda verižne reakcije s polimerazo v realnem času (qPCR) 
 
Pri običajni metodi PCR namnoženo DNA vizualiziramo z gelsko elektroforezo na koncu 
reakcije, medtem ko pri metodi qPCR spremljamo število kopij med samim potekom 
reakcije oziroma v realnem času. Kvantifikacijo oziroma število kopij matrične molekule 
lahko opravimo po vsakem ciklu pomnoževanja (What is…, 2017). V metodi qPCR poleg 
običajnega pomnoževanja molekule DNA poteče tudi reverzna transkripcija, kjer se 
molekula RNA prepiše v molekulo DNA z encimom reverzna transkriptaza (Real Time PCR, 
2017).    
 
V reakciji qPCR je poleg ostalih, že naštetih komponent prisotna tudi fluorescentna 
poročevalska molekula, ki vsebuje barvo, katera se veže na dvoverižno DNA. Sorazmerno z 
večanjem amplikona se povečuje tudi oddana fluorescenca, ki jo zaznavajo in merijo 
specializirani detektorji za fluorescenco. Iz sprememb vrednosti izmerjene fluorescence 
lahko izračunamo količino produkta pomnožene DNA po vsakem ciklu (Real Time PCR, 
2017). Med merjenjem fluorescence se na računalniku izrisuje krivulja, ki ponazarja jakost 
fluorescence v odvisnosti od števila ciklov. Na eksponentnem delu krivulje določimo 
fluorescenčni prag in nato za vsak vzorec posebej ugotovimo vrednost kvantitativnega cikla 
(Cq), kar pomeni številko cikla v katerem je fluorescenca presegla fluorescenčni prag. Cq 
vrednost nam poda informacijo o začetni količini iskane tarče v vzorcu, v našem primeru 
virusa. Manjša kot je količina tarčne molekule v vzorcu, več ciklov je potrebnih, da 
fluorescenca preseže fluorescenčni prag, in obratno (Mavrič Pleško, 2016; What is Real 
Time…, 2017). 
 
Glede na to, ali detektiramo le specifične tarčne molekule ali tudi nespecifične produkte 
reakcije, metode qPCR delimo na specifične in nespecifične. Pri specifičnih metodah 
uporabljamo začetne oligonukleotide, ki določijo del matrične DNA, kateri se bo 
pomnoževal ter sonde, z vezanim fluorescentnim barvilom, ki se vežejo na DNA med oba 
začetna oligonukleotida in določajo specifičnost pomnoževanja in nato detekcije. Pri tem se 
najbolj pogosto uporablja TaqMan kemija s hidrolizirajočo sondo, s katero zaznamo 
specifične produkte reakcije, saj se sonda veže na točno določeno mesto DNA molekule med 
oba začetna oligonukleotida. Sonda je na 5'-terminalnem delu označena s fluorescentno 
poročevalsko molekulo in na 3'-terminalnem delu z dušilcem, ki zaradi bližine absorbira 
oddano fluorescenco in je zato ne zaznamo. Ko se encim DNA polimeraza veže na tarčno 
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molekulo DNA, začne s sintezo komplementarne verige in s tem razgradi sondo. Dušilec 
oddane fluorescence ne absorbira več, zato lahko detektor zazna porast oddane fluorescence 
s strani poročevalske molekule (Bustin in sod., 2005; Mavrič Pleško, 2016). 
 
Pri nespecifičnih metodah uporabljamo interkalirajoča barvila, ki se vežejo na dvoverižno 
DNA, na specifično in nespecifično namnožene produkte ter dimere začetnih 
oligonukleotidov, neodvisno od nukleotidnega zaporedja DNA. Ob vezavi se oddana 
fluorescenca omenjenih barvil močno poveča. Če barvilo osvetljujemo s svetlobo točno 
določene valovne dolžine fluorescira in tako lahko zaznamo jakost fluorescence po vsakem 
ciklu posebej. Najbolj pogosto uporabljeno nespecifično barvilo je SYBR Green I (Bustin in 
sod., 2005; Mavrič Pleško, 2016; Real Time PCR, 2017). 
 
Bustin in sod. (2005) navajajo, da se metoda qPCR zaradi mnogih prednosti uporablja v 
raziskavah na številnih področjih kot so molekularna medicina, genetika, forenzika, 
virologija, mikrobiologija in biotehnologija. Opisana metoda nam poda podatke o prisotnosti 
ali odsotnosti virusa (kvalitativni rezultati) in številu kopij tarčne DNA sekvence 
(kvantitativni rezultati). Posreduje nam tudi podatke o začetni količini matrične DNA v 
vzorcu (Bustin in sod., 2005; What is Real Time…, 2017). 
 
2.5 VIRUSI VINSKE TRTE V SLOVENIJI 
 
Bolezen zvijanja listov vinske trte (GLD), ki jo povzročajo GLRaV je tako kot drugod po 
svetu prisotna tudi v Sloveniji. Njena najbolj pogosta in najbolj razširjena povzročitelja sta 
GLRaV-1 in GLRaV-3 (Tomažič in sod., 2005), vendar zadnje raziskave poročajo o 
prisotnosti GLRaV-2, GLRaV-4 ter GLRaV-6 v naših vinogradih. Tomažič in sod. (2005, 
2008) so v trtah sorte 'Refošk' potrdili prisotnost GLRaV-2 in GLRaV-6, medtem ko je 
Štrukelj (2016) v svoji raziskavi potrdila prisotnost GLRaV-4 v vinogradu na Primorskem. 
 
Tomažič in sod. (2008) so poleg GLRaV-2 na trtah sorte 'Refošk' potrdili tudi prisotnost 
GVA, ki spada v skupino s kompleksom bolezni razbrazdanja lesa povezanih virusov. Iz 
omenjene skupine virusov je v Sloveniji potrjena še prisotnost z razbrazdanjem debla skalne 
in vinske trte povezanega virusa (GRSPaV), ki se najbolj pogosto pojavlja v latentni obliki 
ter GVB, katerega prisotnost so strokovnjaki že večkrat potrdili v Sloveniji, na trtah z 
znamenji razbrazdanja lesa (Vršič in Lešnik, 2010; Celar in sod., 2015). 
 
Iz skupine virusov, vključenih v kompleks kužne izrojenosti vinske trte sta v Sloveniji 
prisotna virus pahljačavosti listov vinske trte (GFLV) in virus mozaika repnjaka (ArMV). 
GFLV je prav tako kot GLRaV razširjen povsod, kjer raste vinska trta, vendar delež okuženih 
trt z omenjenim virusom zmanjšujemo z zdravstveno selekcijo. Najdemo ga lahko v starejših 
in zanemarjenih vinogradih v vseh treh slovenskih vinorodnih deželah, medtem ko je v 
mlajših vinogradih manj zastopan. ArMV je karantenski virus jagod in malin, ki na trsih 
povzroča podobna znamenja kot GFLV. Njegovo prisotnost lahko zanesljivo določimo le z 
laboratorijskimi testi (Tomažič in sod., 2005; Celar in sod., 2015). 
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Virus marmoriranosti vinske trte (GFkV) je bil v Sloveniji identificiran na sorti 'Refošk' 
(Tomažič in sod., 2005) s testom ELISA. Njegovo prisotnost so potrdili tudi drugje v Evropi 
(Milkus in sod., 2000; Kostadinovska in sod., 2014; Vončina in sod., 2017) in Ameriki 
(Naidu in Mekuria, 2010; Kanuya in sod., 2012; Jones in sod., 2015), najbolj pa je razširjen 
v Afriki (Engelbrecht in Kasdorf, 1990; Ahmed in sod., 2004). Raziskovalci so mnenja, da 
je virus že razširjen v slovenskih vinogradih in da se pojavlja v latentni obliki, saj ne 
povzroča zmanjšanja pridelka ter pojava bolezenskih znamenj na rastlinah žlahtne vinske 
trte (Vitis vinifera L.). Po Martelli in Boudon-Padieu (2006) se naj bi znamenja okužbe 
pojavljala le na podlagah (Vitis rupestris) (Vršič in Lešnik, 2010). 
 
Primarna gostitelja virusa grmičavosti in pritlikavosti malinjaka (RBDV) sta malina in 
robida, vendar je danes njegov gostitelj tudi vinska trta. O prvem pojavu bolezenskih 
znamenj RBDV na vinski trti pri nas so poročali Mavrič in sod. (2003), ki so znamenja 
okužbe opazili na trtah sort 'Laški rizling' in 'Štajerska belina'. Kmalu so o omenjenem 
pojavu poročali tudi s Hrvaške, Srbije (Jevremović in Paunović, 2011) in Madžarske (Mavrič 
Pleško in sod., 2012; Mavrič Pleško in Viršček Marn, 2014). RBDV najbolj vpliva na jagode, 
ki se izsušijo. V določenih primerih virus oslabi trto v tolikšni meri, da le-ta propade (Vršič 
in Lešnik, 2010). 
 
Virus vinske trte sivi pinot (angl. Grapevine Pinot gris virus; GPGV) naj bi povzročal 
bolezen, imenovano kržljavost vinske trte (angl. grapevine mottling and deformation 
disease). Bolezenska znamenja so v Sloveniji opazili že leta 2001, vendar jim povzročitelja 
ni uspelo odkriti (Mavrič Pleško in sod., 2014). Leta 2012 so v Italiji identificirali nov virus 
GPGV (Giampetruzzi in sod., 2012), ki smo ga lahko nato povezali z boleznijo z nam še 
neznanega izvora. Pri nas je virus splošno razširjen in ga lahko najdemo v vseh treh 
vinorodnih deželah. Največ težav povzroča na Primorskem, in sicer sta se za najbolj 
občutljivi sorti izkazala 'Sivi pinot' in 'Sauvignonasse' (Mavrič Pleško in sod., 2014). Kljub 
temu, da je bil virus odkrit šele pred kratkim, je bil do danes identificiran že v mnogih 
državah po svetu, kot so Hrvaška (Vončina in sod., 2017), Francija (Beuve in sod., 2015), 
Poljska (Eichmeier in sod., 2017), Slovaška in Češka (Glasa in sod., 2014), Španija (Ruiz-
García in Olmos, 2017), Nemčija (Reynard in sod., 2016), Kitajska (Fan in sod., 2016), 
Pakistan (Rasool in sod., 2017), Turčija (Gazel in sod., 2016), Avstralija (Wu in Habili, 
2017), Brazilija (Fajardo in sod., 2017), ZDA (Al Rwahnih in sod., 2016) in Kanada (Xiao 
in sod., 2016). 
 
2.6 Z RDEČO PACKAVOSTJO VINSKE TRTE POVEZANI VIRUS (GRBaV) 
 
Bolezen rdeče packavosti vinske trte (angl. Grapevine red blotch disease; GRBD) je 
relativno nova, gospodarsko pomembna virusna bolezen vinske trte (Cieniewicz in sod., 
2017). Znamenja GRBD so prvič opazili leta 2008 na sorti 'Cabernet Sauvignon' v 
Kaliforniji, ki so jih strokovnjaki, zaradi podobnosti, pomotoma pripisali GLD (Calvi, 2011). 
Pravi povzročitelj GRBD je ostal neznan vse do njegove prve identifikacije v 
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simptomatičnih trtah, o katerih so poročali Krenz in sod. (2012) ter Al Rwahnih in sod. 
(2013). Virulentnost GRDB so dokončno potrdili Fuchs in sod. (2015) z raziskavo, ki so jo 
izvedli po principu Kochovih postulatov. Značilna bolezenska znamenja, ki se pojavljajo na 
listih vinske trte ob okužbi so rdeče do roza obarvane žile, skupaj z rdečimi obarvanji 
medžilnega prostora. Glede na znamenja je virus dobil ime z rdečo packavostjo vinske trte 
povezani virus (angl. grapevine red blotch-associated virus; GRBaV) (Al Rwahnih in sod., 
2013). 
 
V času iskanja povzročitelja GRBD, je bilo veliko trt, ki so kazale podobna znamenja kot 
GLD testiranih negativno na vse obstoječe GLRaV, kar je kazalo na pojav novega virusa ali 
različka virusa, ki ga ni bilo mogoče identificirati z obstoječimi metodami identifikacije 
(Poojari in sod., 2013). Krenz in sod. (2012) so prvi poročali o najdbi krožnega, 
enoverižnega, monopartitnega, pozivno orientiranega DNA genoma v okuženih trsih, ki je 
bil najbolj podoben virusom iz družine Geminiviridae in za katerega so sklepali, da je virusni 
povzročitelj GRBD. Ob sekvenciranju genoma so odkrili še eno lastnost, značilno za družino 
Geminiviridae, in sicer nukleotidno sekvenco TAATATTAC, ki služi kot začetno mesto 
replikacije. Na podlagi tega odkritja, skupaj z značilno velikostjo (3206 bp) ter 
organiziranostjo genoma kot drugi rastlinski geminivirusi, so virus uvrstili v rod Grablovirus 
in družino Geminiviridae. Poročilo omenjenih avtorjev je prvo, ki poroča o izolaciji 
geminivirusa v rastlini vinske trte, kateremu so nato sledila še mnoga druga (Al Rwahnih in 
sod., 2013; Krenz in sod., 2014; Sudarshana in sod., 2015; Perry in sod., 2016). 
 
GRBaV najdemo v mladih in starejših vinogradih, okužuje lahko rdeče in bele sorte vinske 
trte (Wallis in Sudarshana, 2016). Danes je razširjen v vseh državah ZDA, kjer poteka 
intenzivna pridelava grozdja (Al Rwahnih in sod., 2013; Krenz in sod., 2014; Sudarshana in 
sod., 2015), Koreji (Lim in sod., 2016) in Kanadi (Sudarshana in sod., 2015). Glede na 
zadnje podatke v Evropi še ni bil identificiran. Velika prostorska razširjenost GRBaV je 
najverjetneje posledica širjenja virusa pred njegovo identifikacijo, kar dokazujejo Al 
Rwahnih in sod. (2015), ki poročajo, da je GRBaV prisoten v svetovnih vinogradnih že od 
leta 1940, vendar se ga je zmotno menjalo z GLRaV. 
 
Značilna bolezenska znamenja okužbe trsov z GRBaV pri rdečih sortah so rdeča obarvanja 
medžilnega prostora na listih, enako kot pri okužbi z GLRaV, kar je po Sudarshana in sod. 
(2015) glavni razlog, da se je v preteklosti in tudi danes menjalo navedeni bolezni vinske 
trte povzročeni s strani teh virusov. Pri belih sortah se okužba z GRBaV kaže v obliki kloroz, 
ki lahko v jeseni vodijo do pojava nekroz. V simptomatiki se omenjeni bolezni razlikujeta v 
tem, da se pri GRBD žile obarvajo rdeče-roza, medtem ko pri GLD ostanejo zelene ter, da 
se pri GLD listi zvijajo navzdol, medtem ko pri GRBD do omenjenega pojava ne pride (slika 
3) (Sudarshana in sod., 2015). Simptome GRBD na trsih lahko zlahka zamenjamo s 
poškodbami pršic, pomanjkanjem hranil (fosfor, kalij, magnezij), fizičnimi poškodbami ali 
posledicami slabega stanja korenin (Cieniewicz in Fuchs, 2014; Sudarshana in sod., 2015; 
Cieniewicz in sod., 2017). Bolezenska znamenja posledično niso zanesljiv pokazatelj 
okužbe, katero lahko zagotovo potrdimo le z uveljavljenimi metodami identifikacije 
(Sudarshana in sod., 2015).  
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Slika 3: Značilna bolezenska znamenja GRBD na listih vinske trte (Al Rwahnih in sod., 2013) 
 
Okužba trsov z GRBaV značilno vpliva na količino pridelka in sestavo jagod. Vsebnost 
sladkorjev v jagodah okuženih trt se v povprečju zmanjša za 1 do 6 °Brix, zaradi poznega 
začetka zorenja, medtem ko se vsebnost kislin poveča (Cieniewicz in Fuchs., 2014). To 
potrjujejo rezultati raziskav na sortah 'Zinfandel' (Blanco-Ulate in sod., 2017) ter 'Merlot' in 
'Cabernet franc' (Poojari in sod., 2013). Pri prvi so izmerili manjšo vsebnost sladkorjev v 
jagodah trt, okuženih z GRBaV, kar pripisujejo manjšemu izražanju genov v sintezi 
ogljikovih hidratov. Pri sorti 'Merlot' se je vsebnost sladkorjev v jagodah okuženih trt 
zmanjšala za 11,7 % in pri sorti 'Cabernet franc' za 13,9 %. Večjo vsebnost kislin v jagodah 
okuženih trt so izmerili Poojari in sod. (2013), in sicer na sorti 'Merlot' za 9 % in sorti 
'Cabernet franc' za 16 %, v primerjavi z zdravimi trtami. Količina pridelka se je na okuženih 
trsih zmanjšala, in sicer pri sorti 'Merlot' za 22 % in pri sorti 'Cabernet franc' za 37 % (Poojari 
in sod., 2013). Okužba z GRBaV vpliva tudi na sekundarni metabolizem, kjer zavira 
aktivnost ključnih encimov za sintezo stilbenov, antocianinov in flavonoidov, kar vodi do 
manjše vsebnosti le-teh v jagodah okuženih trt (Blanco-Ulate in sod., 2017). 
 
Zaradi negativnega vpliva GRBaV na pridelavo grozdja, je novo odkriti virus postal velika 
grožnja vinogradnikom v Severni Ameriki. Ne samo, da značilno zmanjša pridelek, temveč 
vpliva tudi na sestavo jagod in s tem na končno kakovost mošta in vina (Poojari in sod., 
2013). Zaradi hitrega prenosa virusa med državami Severne Amerike (od leta 2012 do 2015) 
lahko sklepamo, da se virus med rastlinami vinske trte prenaša z okuženim sadilnim 
materialom, medtem ko posamezne skupine okuženih trsov ali povečanje njihovega števila 
v vinogradu, v katerem trsi sicer ne kažejo bolezenskih znakov in se nahaja v bližini 
starejšega vinograda z okuženimi trsi, nakazuje, da se GRBaV med rastlinami prenaša z 
naravnim prenašalcem (Cieniewicz in Fuchs, 2014; Bahder in sod., 2016b; Cieniewicz in 
sod., 2017). Na vektorski prenos virusa nakazujejo tudi okužene, naravno rastoče trte v 
bližini okuženih vinogradov, kar so v svoji raziskavi potrdili Perry in sod. (2016). Poojari in 
sod. (2013) so nakazali, da GRBaV v zavarovanih prostorih prenaša škržatek Erythroneura 
ziczac Walsh (Homoptera: Cicadellidae), ki je udomačena vrsta v nekaterih predelih 
Kalifornije, medtem ko v drugih delih Severne Amerike ni splošno razširjena. Dejstvo, da 
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vrsta E. ziczac ni prisotna v vseh, z GRBD okuženih vinogradih, nakazuje na prenos GRBaV 
med rastlinami z drugo vrsto škodljivca, kar je v skladu s poročili Bahder in sod. (2016a), ki 
so zavrnili možnost prenosa GRBaV med okuženimi in zdravimi trsi sorte 'Cabernet 
Sauvignon' z vrsto E. ziczac ter potrdili prenos z vrsto škržatka Spissistilus festinus Say 
(Homoptera: Membricidae). Slednje potrjujeta tudi dejstvi, da je S. festinus splošno 
razširjena vrsta škržatka v Severni Ameriki ter odsotnost omenjene vrste na območjih brez 
prisotne GRBD. S. festinus je edini nam znani prenašalec GBRaV med rastlinami vinske trte 
v zavarovanih prostorih, ob tem pa se po Cieniewicz in sod. (2017) poraja vprašanje, ali je 
S. festinus zmožen prenosa GRBaV od okuženega do neokuženega trsa in s tem povzročitve 
okužbe v vinogradu ter ali pri tem sodelujejo tudi druge vrste škodljivcev. 
 
Tako kot za druge rastlinske viruse tudi za GRBaV nimamo ustreznega kemičnega sredstva 
za njegovo zatiranje. Zdrav sadilni material iz certificiranih in preverjenih trsnic je trenutno 
najboljši preventivni varstveni ukrep za omejitev pojavljanja GRBD v vinogradih, dodatne 
raziskave o načinu prenosa GRBaV med posameznimi rastlinami in vinogradi pa bodo 
omogočile izvajanje novih in hkrati učinkovitih varstvenih ukrepov. Pri tem je najbolj 
pomembna identifikacija vektorjev GRBaV. Ob potrjeni prisotnosti GRBaV v vinogradu je 
potrebno okužene trse odstraniti iz vinograda ter uničiti (Cieniewicz in Fuchs, 2014; 
Sudarshana in sod., 2015). Zaradi vpliva GRBaV na pridelek vinske trte in sestavo jagod, bi 
bilo po Sudarshana in sod. (2015) priporočljivo posodobiti certifikacijske zahteve za sadike 
vinske trte in na seznam virusov, na katere je potrebno testirati sadilni material, dodati tudi 
GRBaV. 
 
2.7 FENOLNE SPOJINE 
 
Fenolne spojine oziroma rastlinski fenoli, polifenoli ali polifenolne spojine so poleg 
terpenoidov in dušik vsebujočih spojin, največja skupina rastlinskih sekundarnih 
metabolitov, v kateri najdemo več kot 10000 strukturno različnih spojin (Veberič, 2010). So 
derivati fenilpropanoidne, šikimske ali pentoza fosfatne poti v rastlinah. Sinteza fenolnih 
spojin je odgovor rastline na stresne dejavnike iz okolja, ki so lahko biotičnega (rastline, 
živali, človek, patogeni organizmi) ali abiotičnega (sevanje, vročina, mraz, suša, presežek 
ali pomanjkanje vode, hranila, mehanski vplivi) izvora. Fenoli pripomorejo k nadaljnjemu 
razmnoževanju rastlin in hkrati služijo kot eden ključnih mehanizmov za odpornost rastlin 
na bolezni in škodljivce. Pri njihovi sintezi ima ključno vlogo encim fenilalanin amonijak 
liaza oziroma PAL encim, ki iz fenilalanina odcepi amonijak (NH3) in s tem katalizira 
nastanek cimetne kisline, ki je prekurzor za nekatere alkaloide in rastlinske fenole, katere 
imenujemo tudi fenilpropanoidi. V največjih koncentracijah se fenolne spojine nahajajo 
predvsem v epidermalnih tkivih listov in kožici plodov (Gutha in sod., 2010; Veberič, 2010). 
 
Osnovna struktura fenolnih spojin je benzenov oziroma aromatski obroč, na katerega je 
vezana ena ali več hidroksilnih skupin. Njihova razporeditev v molekuli vpliva na 
antioksidativne lastnosti posameznih fenolov, med katerimi so najboljši antioksidanti 
flavonoidi, derivati cimetne kisline in kumarini. Fenoli so pogosto vezani s sladkorji, najbolj 
pogosto na tretjem ogljikovem atomu (C3), lahko tudi na petem (C5) ali sedmem (C7), kar 
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jim daje ime glikozidi. V naravi najdemo največ spojin z večjim številom hidroksilnih 
skupin, kar je vodilo do poimenovanja polifenoli, medtem ko je enostavnih fenolov v naravi 
relativno malo. Fenolne spojine razvrščamo glede na število ogljikovih atomov v molekuli 
(preglednica 4) (Abram in Simčič, 1997). 
 
Fenolne spojine lahko razdelimo v dve večji skupini, flavonoidi in neflavonoidi. Flavonoidi 
so polifenolne molekule s petnajstimi ogljikovimi atomi in osnovno strukturo C6C3C6, 
imenovano flavan oziroma 2-fenilbenzopiran. Osnovni skelet sestavljata dva aromatska 
obroča A in B, povezana s tremi ogljikovimi atomi, ki tvorijo heterocikel s kisikom (slika 
4). A obroč nastane s kondenzacijo treh molekul malonil-CoA in B obroč s kondenzacijo p-
kumaril-CoA. V naravi jih običajno najdemo v obliki vodotopnih 3-O-glikozidov, kar 
pomeni, da je na C3 atomu vezan sladkor (glukoza, galaktoza, arabinoza, ramnoza, ksiloza 
itd.). Sladkor je lahko vezan tudi na C5 ali C7 atomu obroča A. Glede na vrsto spojine, vezano 
na C obroču, flavonoide razdelimo na flavanole (flavan-3-oli), flavanone, flavone, 
izoflavone, flavonole, flavanone in antocianidine, med katerimi so v naravi najbolj zastopani 
in strukturno raznoliki flavonoli in flavoni (Winkel-Shirley, 2001; Balasundram in sod., 
2006).  
 
Preglednica 4: Razvrstitev fenolnih spojin glede na število ogljikovih atomov v molekuli (Abram in Simčič, 
1997) 
Število C atomov Struktura Skupina 
6 C6 Enostavni fenoli 
7 C6C1 Fenolne kisline 












10 C6C4 Naftokinoni 








30 (C6C3C6)2 Biflavonoidi 
N (C6C3)n Lignini 
N (C6)n Melanini 
N (C6C3C6)n Kondenzirani tanini 
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Med neflavonoide štejemo fenolne kisline, to so hidroksibenzojske (HBA) in 
hidroksicimetne kisline (HCA), hlapne fenole, stilbene in ostale fenole (lignani, kumarini). 
Kljub temu, da niso obarvani, močno pripomorejo k stabilnosti barve rdečega vina in njegovi 
aromatiki (hlapni fenoli) (Rentzsch in sod., 2009). Nekateri izmed njih, npr. resveratrol, ki 
spada med stilbene, imajo potencialno biološko aktivnost (Ito in sod., 2003). 
 
 
Slika 4: Osnovna struktura flavonoidov (Veberič, 2010) 
 
2.7.1 Pomen fenolnih spojin 
 
Rastline pogosto ogrožajo škodljivi organizmi, kot so povzročitelji bolezni (glive, bakterije, 
virusi), škodljivci, pleveli in druge rastline, vendar se pred njimi ne morejo umakniti. 
Posledično so rastline razvile različne obrambne mehanizme, ki jih delimo v dve skupini, in 
sicer mehanska ter kemična obramba. Pri obeh imajo veliko vlogo tudi fenolne spojine 
(Veberič, 2010). 
 
Mehanska obramba varuje rastline predvsem pred herbivori, kakor tudi škodljivci in 
povzročitelji bolezni, s strukturnimi barierami. Pri tem sodeluje več različnih fenolnih spojin 
kot so kutin, lignin in suberin. Kutin je molekula, sestavljena iz maščobnih kislin in estrov 
ter prekriva nadzemne dele rastlin. Deluje kot prepreka za napad škodljivcev in vdor 
mikroorganizmov v rastlino. Celična stena ima tako kot kutikula, funkcijo preprečevanja 
vdora mikroorganizmov v rastlino. Ob pojavu poškodbe celične stene in prodiranju 
patogenov v rastlino se v poškodovanih celicah tvorita lignin in suberin, ki onemogočita 
njegovo nadaljnje širjenje. V nekaterih primerih poškodovane celice tudi propadejo, kot del 
hipersenzitivnega odziva rastline na pojav povzročitelja bolezni, kar pomeni, da okužene 
celice propadejo z namenom uničenja patogena (Veberič, 2010). 
 
Medtem ko mehanski način obrambe rastlin temelji na fizičnih barierah, je kemična obramba 
pogojena s toksičnim ali odvračalnim delovanjem fenolnih spojin na patogena. Fitoaleksini 
so spojine, ki se začnejo sintetizirati šele po poškodbi ali okužbi patogenov, kar imenujemo 
aktivna obramba oziroma inducirani odziv rastline na stres. Mednje spadajo stilbeni in 
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flavonoidi. V primeru, da so obrambne spojine v rastlini stalno prisotne, neodvisno od 
prisotnosti patogena jih imenujemo fitoanticipini. Fitoanticipini so del pasivne obrambe 
oziroma konstitutivnega odziva rastline na stresni dejavnik (Veberič in sod., 2010). 
 
Fenolne spojine v rastlinah nimajo le obrambne funkcije temveč njihovi polimeri, kot sta 
lignin in suberin pripomoreta k stabilnosti in robustnosti rastlin. Flavoni in flavonoli ščitijo 
rastline pred radioaktivnim sevanjem z absorbcijo škodljivih UV žarkov, ki lahko 
poškodujejo celice in njihove dele, predvsem DNA in RNA. Rastlinski pigmenti, kot so pri 
fenolih flavonoidi in pri terpenoidih karotenoidi, cvetovom in plodovom dajejo barvo in s 




Rastlinske pigmente predstavljajo številne spojine, ki jih uvrščamo v vse tri skupine 
sekundarnih metabolitov, fenolne spojine, terpenoide in dušik vsebujoče snovi. Pri fenolih 
pigmenti izhajajo iz skupine flavonoidov, med katerimi v rastlinah prevladujejo antocianini, 
medtem ko imajo halkoni, auroni in flavonoli kot barvila manjšo vlogo (Veberič, 2010). 
Antocianini so vodotopne spojine, ki dajejo rastlinskim delom modro, vijolično, rdeče ali 
roza obarvanje (Chalker-Scott, 1999). Beseda antocian izhaja iz grških besed anthos in 
kyanos, ki pomenita cvet in modro (Coelho-Cardoso, 2011), saj je sprva opisovala modre 
pigmente cvetov. Šele kasneje so ugotovili, da se antocianini akumulirajo tudi v drugih 
rastlinskih organih ter, da predstavljajo tudi druge barve poleg modre (Markakis, 1982). 
 
Osnovni skelet antocianinov je enak ostalim flavonoidom in je sestavljen iz petnajstih 
ogljikovih atomov, ki tvorijo C6C3C6 strukturo. Osnovno enoto antocianinov predstavlja 
aglikon, brez vezanih sladkornih enot in ga imenujemo antocianidin (peonidin, 
petunidin,…). Antocianidini so zelo nestabilne spojine, zato jih v rastlinah ne najdemo. Ob 
nastanku se nanje veže sladkorna enota, najbolj pogosto glukoza in lahko tudi galaktoza, 
ramnoza ali glukuronska kislina. Antocianini so glikolizirani antocianidini. V kožici 
grozdnih jagod in vinih žlahtne vinske trte (Vitis vinifera L.) najdemo 3-O-monoglikozide 
in 3-O-acilirane monoglikozide petih različnih antocianidinov, in sicer cianidina, 
delfinidina, petunidina, peonidina in malvidina (preglednica 5). V rastlinah so sicer najbolj 
pogosto zastopani pelargonidin, cianidin in delfinidin. Antocianini se med seboj razlikujejo 
v številu hidroksilnih skupin vezanih na B obroč. Večje število hidroksilnih skupin vodi do 
bolj modrega obarvanja antocianina (Veberič, 2010). Hkrati se barva antocianinov spreminja 
s spremembo pH-ja. Pri zelo nizkem pH (pH pod 3) so antocianini v obliki flavinijevega 
iona, ki je najbolj stabilna oblika antocianinov in daje rdeče obarvanje. V blago kislih 
raztopinah, kjer pH znaša 4-5 so antocianini v brezbarvni obliki, medtem ko pri pH od 6 do 
8 prehajajo iz vijoličnega v modro obarvanje. V alkalnem območju, pri pH nad 8 se 
antocianini nahajajo v obliki halkona, ki rastlinskih delom daje rumeno obarvanje 
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Preglednica 5: Antociani in obarvanje, do katerega vodijo v rastlinah (Delgado-Vargas in Paredes-Lopez, 2003) 
Antocian Barva 
Pelargonidin Svetlo vijolična 
Cianidin Svetlo vijolično-rdeča 
Delfinidin Modro-vijolična 




Vsebnost posameznega antocianina v kožici grozdnih jagod je odvisna predvsem od sorte in 
hkrati fenofaze, okoljskih razmer, pridelovalne površine ter količine pridelka (Vivas de 
Gaulejac in sod., 2001). V največji meri se kopičijo v vakuolah celic cvetov in plodov ter v 
manjšem deležu v celicah listov in stebla (Delgado-Vargas in Paredes-Lopez, 2003). Njihova 
sinteza je v prvi vrsti namenjena obarvanju cvetov in plodov ter s tem privabljanju 
opraševalcev in raznašalcev semena. Antocianini imajo hkrati odvračalen vpliv na nekatere 
škodljivce, varujejo rastline pred bakterijskimi boleznimi in celice pred poškodbami s strani 
UV sevanja. Po Dixon in Paiva (1995) antocianini sodelujejo pri odzivu rastline na stresne 




Stilbeni so fenolne spojine, ki spadajo v skupino neflavonoidov. Najdemo jih v številnih 
rastlinskih vrstah, vendar sta grozdje in rdeče vino glavna vira omenjenih spojin v človeški 
prehrani. Njihova sinteza je posledica delovanja stresa na rastlino vinske trte, kot sta okužba 
ali UV sevanje (Buiarelli in sod., 2007). V grozdju se stilbeni nahajajo v kožici jagod, pečkah 
in pecljevini, od koder se izločijo v vino med samim procesom predelave. Raziskave 
nakazujejo, da vsebnost stilbenov v vinu močno variira v odvisnosti od sorte, podnebja, 
prisotnosti okužb, UV sevanja, prisotnosti težkih kovin ter enološke metode (Ali in sod., 
2010). Rdeče vino običajno vsebuje večjo vsebnost stilbenov v primerjavi z belimi ali rosé 
vini, kar je posledica maceracije, osnovnega postopka pridelave vina iz rdečih sort (Perrone 
in sod., 2007). Osnovno strukturo stilbenov predstavljata dva, med sabo povezana fenolna 
obroča, ki nastaneta po fenilpropanoidni sintezni poti, iz fenilalanina do cimetne kisline in 
nato do številnih spojin, ki spadajo v skupino stilbenov (Gorham, 1995). Najbolj pogost 
stilben v grozdju je resveratrol. Ponavadi se njegova vsebnost v kožici grozdnih jagod 
poveča, kot odziv na glivično okužbo, npr. glive z glivo Botryotinia fuckeliana (siva plesen) 
(Rentzsch in sod., 2009). 
 
Stilbeni se lahko v rastlinah pojavljajo v obliki viniferinov ali resveratrola. Viniferini 
nastanejo s polimerizacijo resveratrola, ki je monomerna molekula stilbenov in hkrati najbolj 
pogosto pojavna oblika stilbenov v naravi (Jean-Denis in sod., 2006). Resveratrol obstaja v 
dveh izomerah, in sicer cis-resveratrol in trans-resveratrol, med katerima se v naravi bolj 
pogosto pojavlja slednji, vendar v vinu kljub temu najdemo obe obliki (Sun in sod., 2006). 
 
25 
Hajdinjak T. Odziv fenolnih spojin…delih lista…sorte ‘Merlot’ na virusno bolezen zvijanja listov.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za agronomijo, 2018  
 
 
Resveratrol ima kot antioksidant velik vpliv na zdravje človeka, saj eliminira proste radikale, 
zmanjša odmiranje celic in izboljša njihovo obnavljanje, kar naj bi pri človeku upočasnilo 
staranje. Zmanjšuje tveganje za nastanek krvnih strdkov, ohranja raven trigliceridov in 
znižuje povišan krvni tlak. Preprečuje nalaganje odvečnih maščob, saj razbija maščobne 
celice (raziskava narejena na podganah) in preprečuje nastanek rakavih obolenj (Romero-
Perez in sod., 1996; Štrukelj, 2013). 
 
2.7.4 Fenolne spojine v grozdju 
 
Po navedbah Ali in sod. (2010) najdemo v grozdnih jagodah tri glavne skupine fenolnih 
spojin, in sicer enostavne fenole, flavonoide in stilbene. 
  
Enostavni fenoli spadajo med neflavonoide in so derivati hidroksicimetnih in 
hidroksibenzojskih kislin. Med hidroksicimetnimi kislinami prevladuje kaftarna kislina, ki 
predstavlja do 50 % skupne vsebnosti le-teh in lahko tvori konjugate z ostalimi predstavniki 
te skupine, ki so kavna, p-kumarna in sinapinska kislina. V primerjavi s hidroksicimetnimi 
kislinami vsebujejo grozdne jagode manj hidroksibenzojskih kislin, med katerimi 
prevladujejo galna, siringinska, protokatehuična, p-hidroksibenzojska, vanilna in salicilna 
kislina ter njihovi estri (Ali in sod., 2010). 
  
Flavonoide v grozdju najdemo predvsem v kožici in pečkah jagod in jih lahko razdelimo na 
več podskupin, med katerimi v grozdju prevladujejo flavanoli oziroma flavan-3-oli, 
flavonoli in antocianini. Proantocianidini so močno obstojne spojine, sestavljene iz dveh do 
petdeset flavonoidnih enot in jih z drugim imenom imenujemo kondenzirani tanini. V pečkah 
proantocianidine tvorijo katehin, epikatehin in epikatehin galat, medtem ko so v kožici 
sestavljeni iz enot epikatehina in epigalokatehina (Ali in sod., 2010). Flavonole najdemo v 
jagodah tako belih kakor tudi rdečih sort. Nahajajo se v obliki 3-O-glikozidov. Najbolj 
pomembni predstavniki te skupine flavonoidov v grozdju so kvercetin, miricetin, kempferol, 
izoramnetin, laricitrin in siringetin (Mattivi in sod., 2006). Antocianini dajejo rdečim sortam 
rdeče, modro ali vijolično obarvanje kožice in s tem tudi vina (Chalker-Scott, 1999).  
 
2.7.5 Fenolne spojine v listih 
 
Medtem ko je fenolna sestava grozdnih jagod do danes že dobro raziskana (Chalker-Scott, 
1999; Mattivi in sod., 2006; Ali in sod., 2010), je po nam dostopni literaturi znanega manj o 
fenolnih spojinah v listih vinske trte. Katalinić in sod. (2009, 2011) navajajo, da listi vinske 
trte vsebujejo fenolne kisline (3-hidroksibenzojska kislina, galna kislina, kavna kislina in 
vanilna kislina), flavanole (katehin, epikatehin), flavonole (apigenin, kempferol, kvercetin, 
kvercetin-4-glukozid, miricetin, rutin) in stilbene (cis-resveratrol, trans-resveratrol, 
astringin). Vsebnost posamezne spojine v listih je pogojena s sorto in razvojno fazo vinske 
trte. Tako kot grozdne jagode, so tudi listi vinske trte bogat in lahko dostopen naravni vir 
fenolnih spojin z biološkimi lastnostmi, kar vključuje antioksidativne, protivnetne in 
protimikrobne lastnosti. Glavni spojini, ki naj bi listom zagotavljali antioksidativnost sta 
26 
Hajdinjak T. Odziv fenolnih spojin…delih lista…sorte ‘Merlot’ na virusno bolezen zvijanja listov.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za agronomijo, 2018  
 
 
kvercetin in kvercetin-4-glukozid, kar je v skladu z rezultati drugih avtorjev (Park in Cha, 
2003; Dani in sod., 2010). 
 
2.7.6 Fenolne spojine v listih vinske trte okuženih z virusi 
 
Okužba vinske trte z virusom vpliva na vsebnost fenolnih spojin v listih (Gutha in sod., 
2010). Rezultati raziskave na sorti 'Merlot' so pokazali, da listi neokuženih trt ne vsebujejo 
antocianinov, medtem ko je bila v listih trt, okuženih z GLRaV izmerjena velika vsebnost 
cianidin-3-glukozida in malvidin-3-glukozida (Gutha in sod., 2010), kar je v skladu z 
bolezenskimi znamenji, ki se ob okužbi z GLRaV pojavijo na listih (Al Rwahnih in sod., 
2013). Skupni flavonoli so bili izmerjeni v listih trt obeh obravnavanj, vendar je bila njihova 
vsebnost za 24 % večja v listih okuženih trt. Po končani HPLC analizi so se na 
kromatogramu izrisali trije izstopajoči piki flavonolov, ki so bili identificirani kot miricetin-
3-glukozid, kvercetin-3-glukozid in kvercetin-3-glukuronid. Hkrati je bila v listih okuženih 
trt izmerjena za 36 % večja vsebnost proantocianidinov, ki predstavljajo vsebnost skupnih 
taninov, v primerjavi z neokuženimi trtami. Zgornji rezultati nakazujejo, da je vsebnost 
fenolnih spojin v listih okuženih trt večja v primerjavi z vsebnostjo fenolov v listih 
neokuženih trt. (Gutha in sod., 2010). Do podobnih rezultatov sta prišla tudi Wallis in 
Sudarshana (2016), ki sta v raziskavi na sortah 'Cabernet Franc' in 'Cabernet Sauvignon' v 
listih trt, okuženih z GRBaV izmerila večjo vsebnost fenolnih spojin (izokvercetin, 
naringenin, kvercetin hidrat, rutin in neidentificiran glukozid) kot v listih neokuženih trt. 
Fenolne spojine, katerih vsebnost v listih so merili, so hkrati tudi prekurzorji za antocianine, 
kar je lahko povezano s pojavom značilnih rdečih pack na listni ploskvi in rdečih žil ob 
okužbi (Wallis in Sudarshana, 2016). 
 
2.8 RDEČENJE LISTOV KOT POSLEDICA PREHRANJEVANJA ŠKRŽATKOV 
 
Škržatki so druga največja skupina reda polkrilcev (Hemiptera) z vsaj 20000 opisanimi 
vrstami. Razširjeni so po vsem svetu, vendar le na območjih s toplejšim podnebjem. Na 
vinski trti se jim do pred kratkim ni namenjalo večje pozornosti. Nekatere vrste so na 
rastlinah vinske trte stalno prisotne, druge pa se nanje naselijo le občasno. Škržatki so 
sesajoči organizmi, saj s svojim stiletom prebadajo rastlinske celice in iz njih izsesavajo 
celične sokove. Na rastlinah lahko povzročajo škodo dveh vrst, in sicer s sesanjem rastlinskih 
sokov, kjer nato nastane tudi poškodba ter s prenašanjem virusov in fitoplazem med 
rastlinami in tudi vinogradi. Gospodarsko najbolj škodljive vrste škržatkov pri nas so zeleni 
škržatek (Empoasca vitis Goethe), ameriški škržatek (Scaphoideus titanus Ball.), medeči 
škržatek (Metcalfa pruinosa Say.), sklenokrili svetleči škržatek (Hyalesthes obsoletus Sign.) 
in zelena grbavka – bivolček (Stictocephala bisonia Kopp & Yonke) (Vršič in Lešnik, 2010).  
 
Škržatki s prehranjevanjem na organih vinske trte ne povzročajo večje gospodarske škode. 
Na listih se na mestu vboda razvijejo drobne nekroze. Pri belih sortah začne listna površina 
med žilami lokalno rumeneti in pri rdečih rdečeti (Candolfi in sod., 1993), medtem ko žile 
ostanejo zelene (Marais, 1997). Barvanje listov se po Candolfi in sod. (1993) običajno začne 
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na robovih lista in se širi proti notranjosti. Fornasiero in sod. (2015) navajajo, da se 
pojavljanje znamenj na posamezni sorti spreminja med posameznimi leti in sosednjimi 
vinogradi ter, da je pogojeno s količino razpoložljive vode v tleh, okoljskimi razmerami, 
podlago, sorto, gojitveno obliko, gostoto sajenja in obremenjenostjo trte s pridelkom. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Vinograd v poskusu 
 
Vinograd se nahaja v vinorodnem okolišu Goriška Brda. Podnebje je sredozemsko in ugodno 
za pridelavo grozdja. Zime so mile in poletja vroča, vendar vseeno ne presuha. Za opisani 
okoliš je značilna neenakomerna razporeditev padavin. Tla so nastala s sedimentacijo mase 
iz morja, po odtekanju le-tega pa so ostale plasti apnenca, peščenjaka in fliša. Takšna tla so 
težka za obdelavo in slabo založena z organsko snovjo in nekaterimi minerali, kot sta fosfor 
in kalij. V Goriških Brdih med belimi sortami prevladuje 'Rebula' in med rdečimi 'Merlot' 










Gojitvena oblika:  
Medvrstna razdalja:  
Razdalja v vrsti:  
Število trt na ha:  
Število trt:  














3.1.2 Sorta 'Merlot' 
 
Vinska sorta 'Merlot' je rdeča sorta žlahtne vinske trte (Vitis vinifera L.), ki izvira iz 
francoske vinorodne pokrajine Bordeaux. Po poreklu spada v skupino sort črnomorskega 
bazena Proles pontica. Danes je razširjena v številnih vinogradniških območjih in je ena 
izmed najbolj cenjenih sort na svetu. Njena sinonima sta 'Plant medoc' in 'Merlou' (Plahuta 
in Korošec-Koruza, 2009). 
 
Sorta 'Merlot' je srednje bujna in zelo rodna sorta, ki daje grozdje prijetnega okusa. Zori 
srednje pozno. Grozd je srednje velik in srednje zbit, z okroglimi in drobnimi do srednje 
debelimi jagodami temno modre barve s poprhom. Pecelj je dolg. List je srednje velik, tri- 
do pet-delen in globoko narezan. Listni pecelj je dolg in močan. Vršiček je svetlo zelen in 
rahlo rdečkast ter pajčevinast. Rozge so srednje debele in rjave barve s kratkimi internodiji 
(Plahuta in Korošec-Koruza, 2009). 
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3.2.1 Vzorčenje listov 
 
Liste vinske trte smo vzorčili 28.8.2017, na petih trtah za GLD atipičnimi bolezenskimi 
znamenji, na eni trti z GLRaV-3 tipičnimi bolezenskimi znamenji ter na trti brez 
kakršnihkoli znamenj na listih. Liste smo vzorčili na različnih višinah ter straneh listne stene. 
Vzorce smo shranili v PVC vrečke in jih prenesli v ohlajenem kontejnerju v laboratorij, kjer 
smo nadaljevali s pripravo vzorcev. 
 
3.2.2 Priprava vzorcev 
 
Vzorce smo še isti dan, 28.8.2017 v laboratoriju, pripravili za RNA analize in ekstrakcijo 
fenolnih spojin. V vsakem vzorcu smo naključno izbrali deset listov in s škarjami odrezali, 
ločili listne žile (Ž) od listne ploskve (L) (slika 5) ter vsako posebej mleli sproti s tekočim 
dušikom, v dveh terilnicah (slika 6). Vsak zmlet vzorec smo dali v svojo plastično epruveto, 
kar pomeni, da smo imeli 14 vzorcev. Epruvete smo zaprli in jih označili z obravnavanjem. 
Imeli smo 6 obravnavanj, in sicer GLRaV-2_Ž 1-5, GLRaV-2_L 1-5; GLRaV-3_Ž, GLRaV-
3_L, K_Ž, K_L. Epruvete smo do nadaljnjih analiz shranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
 
 
Slika 5: Izrezovanje žil in listne ploskve listov z atipičnimi GLD znamenji (levo) in tipičnimi znamenji 
okužbe z GLRaV-3 (desno) 
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Slika 6: Priprava vzorcev za ekstrakcijo fenolnih spojin 
 
3.2.3 Identifikacija virusov 
 
Za identifikacijo virusov smo izbrali metodo sekvenciranja malih RNA (miRNA) zaradi 
njene visoke učinkovitosti. Male RNA,  so velike 21-24 nt in jih pri virusih imenujemo 
vsRNAs in pri viroidih vdRNAs. Izolacija je bila opravljena s postopkom bogatenja knjižnic, 
kjer smo uporabili mirVana™ miRNA izolacijski kit, ki omogoči, da lahko molekule RNA, 
ki so velike 200 nt ali manj, učinkovito pridobimo oz. ločimo od večjih RNA fragmentov. 
Za identifikacijo virusov smo uporabili brezplačno in dostopno metodo VirusDetect, ki 
učinkovito analizira zaporedja malih RNA, ki izvirajo iz virusov.  Metoda deluje po principu 
poravnave zaporedij sekvenciranja naslednje generacije na referenčni genom virusov, ki so 
dostopni v bazi podatkov.          
 
Identifikacija virusov je bila opravljena laboratoriju Katedre za genetiko, biotehnologijo, 
statistiko in žlahtnjenje rastlin. Najprej smo s pomočjo PureLink izolacijskega kita iz 
pripravljenih rastlinskih vzorcev izolirali miRNA po navodilih proizvajalca. 
 
Za pripravo knjižnice virusnih malih RNA smo uporabili Ion Total RNA-Seq Kit v2 
(ThermoFisher Scientific). Za reakcijo hibridizacije smo uporabili 3 μl vzorca z miRNA, 3 
μl hibridizacijske raztopine ter 2 μl Ion Adaptor Mix v2. Reakcija hibridizacije je potekala 
10 minut pri 65 °C in nato 5 minut pri 16 °C. Po končani hibridizaciji smo vzorcu dodali 10 
μl ligacijskega pufra ter 2 μl encimov za ligacijo (Ligation Enzyme Mix). Pripravljene 
vzorce smo inkubirali 16 ur pri 16 °C. Po inkubaciji smo izvedli reverzno transkripcijo v 
cDNA. Za reakcijo reverzne transkripcije smo za vsak vzorec (20 μl) pripravili osnovno 
raztopino, ki je vsebovala 2 μl vode brez nukleaz, 4 μl 10X RT pufer, 2 μl 2.5 mM dNTP 
miks ter 8 μl začetnih oligonukleotidov (Ion RT Primer v2). Vzorce smo inkubirali 10 minut 
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pri 70 °C ter jih po inkubaciji nemudoma ohladili na ledu. K vsakemu vzorcu smo dodali 4 
μl encimske zmesi (10X SuperScript® Enzyme Mix) ter 30 minut inkubirali v cikličnem 
termostatu pri 42 °C. Sledilo je pomnoževanje cDNA z metodo PCR pri sledečih pogojih: 
 
Preglednica 6: Pogoji pomnoževanja cDNA 
Faza Temp. Čas 
Začetek 94 °C 2 min 
2 cikla 94 °C 30 s 
 50 °C 30 s 
 68 °C 30 s 
14 ciklov 94 °C 30 s 
 62 °C 30 s 
 68 °C 30 s 
Konec 68 °C 5 min 
 
Pomnoženo DNA smo z očistili ter s kompletom reagentov Agilent™ High Sensitivity DNA 
Kit po navodilih proizvajalca opravili kvantifikacijo in analizo porazdelitve velikosti 
pomnožkov z AgilentTM 2100 BioanalyzerTM. 
 
Sekvenciranje knjižnice je bilo izvedeno na napravi Ion Torrent Proton, po protokolu Ion PI 
HiQ Seq 200, po navodilih proizvajalca. 
 
3.2.4 Ekstrakcija fenolnih spojin 
 
Pripravljene vzorce listnih žil in listnih ploskev smo ločeno pripravili za ekstrakcijo fenolnih 
spojin, in sicer na posamezno obravnavanje in del lista po pet ponovitev. Pripravili smo 
sedemdeset 10 ml plastičnih centrifugirk in jih označili s številkami od 1 do 70. Iz vsakega 
vzorca smo v centrifugirke natehtali 0,3 g žil oziroma listne ploskve. Točno maso vzorcev 
listov smo si sproti beležili. V plastične centrifugirke smo nato odpipetirali 5 ml 
ekstrakcijske raztopine, ki je bila sestavljena iz 80 % metanola, 3 % mravljične kisline in 
ostalo bidestilirane vode. Centrifugirke smo zaprli, jih dobro premešali z vorteksom in dali 
v ultrazvočno kopel za 1 uro, da so se fenolne spojine ekstrahirale v ekstrakcijsko raztopino. 
Po 10 min centrifugiranju smo supernatant prefiltrirali v označene vijale. Identifikacijo in 
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Slika 7: Priprava vzorcev za ekstrakcijo fenolnih spojin 
 
3.2.5 Kromatografske razmere HPLC analize 
 
HPLC sistem, ki smo ga uporabili za merjenje vsebnosti fenolnih spojin je bil Thermo 
Scientific, San Jose, ZDA, z binarno/kvartno črpalko. Mobilna faza A je bila pripravljena 
kot mešanica 0,1 % mravljična kislina/3 % acetonitril/96,9 % bidestilirana voda in mobilna 
faza B kot mešanica 0,1 % mravljična kislina/3% bidestilirana voda/96,9 % acetonitril. 
Mobila faza se je spreminjala gradientno po metodi Wang in sod. (2002) s pretokom 0,6 
ml/min. Volumen injiciranega vzorca je znašal 20 µl. Analiza je trajala 45 minut, pri 
temperaturi kolone 20 °C ter valovnih dolžinah 280, 350 in 530 nm. Uporabili smo kolono 
Gemini C18 (150 x 4,6 mm, 3 µl; Phenomenex). Za identifikacijo in kvantifikacijo fenolnih 
spojin v vzorcih smo uporabili eksterne standarde. 
 
3.2.6 Sušenje vzorcev 
 
Vzorce smo dali v pečico in jih sušili 48 ur na 105 °C, z namenom ugotavljanja % suhe 
mase. Vsebnost posamezne fenolne snovi v vzorcih smo izrazili na suho maso (SM) žile ali 
listne ploskve.  
 
3.2.7 Statistična obdelava podatkov 
 
Dobljene podatke smo vnesli v program Excel, kjer smo jih uredili in iz njih tudi preračunali 
vsebnost posamezne fenolne spojine (mg/100 g SM). Statistično analizo podatkov smo 
naredili v programu StatGraphics Centurion XVI.II. Statistično značilne razlike smo 
ugotavljali z enosmerno analizo variance (ANOVA). Razlike med obravnavanji smo iskali 
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z Duncan testom pri 95 % zaupanju. Prikazani podatki predstavljajo povprečje s standardno 
napako podanih na suho maso (SM), in sicer v mg/100 g SM. Značilne razlike med 
obravnavanji so za isto lastnost prikazane z različno črko. 
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Fenoli, kot fitoaleksini so pomembni in naravni mehanizem obrambe vinske trte zoper 
fitopatogene organizme (Veberič, 2010). Na sliki 8 so prikazane povprečne vsebnosti s 




Slika 8: Povprečna vsebnost vseh analiziranih fenolov (mg/100 g SM) s standardno napako po 
obravnavanjih. Statistično značilne razlike med obravnavanji so prikazane z različno črko. 
 
Statistično značilno najmanjšo povprečno vsebnost vseh analiziranih fenolnih spojin smo 
izmerili v žilah listov okuženih z GLRaV-3 (1374 mg/100 g) in kontroli (K, 1458 mg/100 g) 
(slika 8). Listna ploskev pri K je vsebovala 2659 mg/100 g fenolov in ploskev pri GLRaV-
3 pa 3548 mg/100 g fenolnih spojin. Vsebnost skupnih fenolov v žili listov okuženih z 
GLRaV-2 se ni značilno razlikovala od vsebnosti v ploskvi obravnavanja K, saj smo pri prvi 
izmerili 2534 mg/100 g in pri drugi 2659 mg/100 g fenolov. Analiza je pokazala, da je 
značilno največ skupnih fenolov vsebovala listna ploskev okužena z GLRaV-2 (3832 
mg/100 g). Glede na rezultate na sliki 8 lahko sklepamo, da so listne ploskve na splošno 
vsebovale več fenolnih spojin kot listne žile.  
 
Na sliki 9 so prikazane povprečne vsebnosti monomernih (MON), dimernih (DI), trimernih 
(TRI) in tetramernih (TETRA) procianidinov s standardno napako v žili in ploskvi listov 
glede na obravnavanje. 
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Slika 9: Povprečna vsebnost (mg/100 g SM) monomernih (MON), dimernih (DI), trimernih (TRI) in 
tetramernih (TETRA) procianidinov s standardno napako v žili in ploskvi listov v posameznih obravnavanjih. 
Statistično značilne razlike med obravnavanji pri isti skupini fenolnih spojin ter delu lista so prikazane z 
različno črko. 
 
Statistično značilno najmanjšo vsebnost monomernih procianidinov smo v listnih žilah in 
ploskvah izmerili pri obravnavanju K (13,1 mg/100 g, 20,0 mg/100 g), medtem ko se je 
značilno največja vsebnost monomerov med žilami in ploskvami razlikovala glede na 
obravnavanje (slika 9). V žilah je največja izmerjena vsebnost monomernih procianidinov 
znašala 26,2 mg/100 g, katero smo izmerili pri GLRaV-2 in v ploskvah listov z virusom 
GLRaV-3, to je 96,8 mg/100 g. V žilah in ploskvah listov smo značilno največjo vsebnost 
dimerov izmerili pri GLRaV-2, in sicer 576 mg/100 g ter 860 mg/100 g, medtem ko je v 
ploskvi najmanj dimerov vsebovala K (469 mg/100 g) in v žili GLRaV-3 (288 mg/100 g) ter 
K (266 mg/100 g), med katerima ni bilo značilnih razlik. Največ tri- in tetramernih 
procianidinov v žilah smo izmerili pri GLRaV-2 (52,7 mg/100 g trimerov in 57,9 mg/100 g 
tetramerov) in najmanj pri K (20,9 mg/100 g trimerov in 17,3 mg/100 g tetramerov). V listnih 
ploskvah smo značilno najmanjšo vsebnost trimerov, enako kot v žilah izmerili pri K (36,4 
mg/100 g) in tetramerov pri K (51,7 mg/100 g) in GLRaV-2 (85,8 mg/100 g). Značilno 
največjo vsebnost trimerov so vsebovale ploskve listov okuženih z GLRaV-2 in GLRaV-3 
(90,1 mg/100 g in 118 mg/100 g), medtem ko smo značilno največjo vsebnost tetramerov 
izmerili v ploskvah listov z GLRaV-3 (154 mg/100 g). 
 
Na sliki 10 so prikazane povprečne vsebnosti derivatov kvercetina (KVER), kempferola 
(KEMP), miricetina (MIRI) in ostalih flavonolov s standardno napako v žili in ploskvi listov 
glede na obravnavanje. 
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Slika 10: Povprečna vsebnost (mg/100 g SM) derivatov kvercetina (KVER), kempferola (KEMP), miricetina 
(MIRI) in ostalih flavonolov s standardno napako v žili in ploskvi listov v posameznih obravnavanjih. 
Statistično značilne razlike med obravnavanji pri isti skupini fenolnih spojin so prikazane z različno črko. 
 
Listne žile so najmanj derivatov kvercetina in kempferola vsebovale pri K in GLRaV-3, in 
sicer 577 mg/100 g kvercetin derivatov in 133 mg/100 g kempferol derivatov pri K ter 530 
mg/100 g derivatov kvercetina in 142 mg/100 g derivatov kempferola pri GLRaV-3. 
Statistično značilno največji vsebnosti omenjenih spojin smo izmerili pri GLRaV-2 in sta 
znašali 1040 mg/100 g za kvercetin in 218 mg/100 g za kempferol. Hkrati smo pri GLRaV-
2 izmerili tudi značilno največjo vsebnost miricetin derivatov in ostalih flavonolov (32,1 
mg/100 g miricetina in 10,3 mg/100 g ostalih flavonolov), medtem ko so slednjih značilno 
najmanj vsebovale žile K (17,4 mg/100 g miricetina in 5,99 mg/100 g ostalih flavonoidov). 
Značilno največjo vsebnost derivatov kvercetina in kempferola smo izmerili v ploskvah 
listov okuženih z GLRaV-2 (1590 mg/100 g kvercetina in 323 mg/100 g kempferola) in 
najmanj v ploskvah K (1102 mg/100 g kvercetin derivatov in 239 mg/100 g kempferol 
derivatov). Značilno najmanjši vsebnosti miricetin derivatov in ostalih flavonolov smo 
izmerili pri K in sta znašali 30,3 mg/100 g in 9,93 mg/100 g. Največ derivatov miricetina in 
ostalih flavonolov so vsebovale ploskve listov okužene z obema virusoma. Ploskev lista 
okuženega z GLRaV-2 je vsebovala 48,9 mg/100 g miricetin derivatov ter 13,5 mg/100 g 
ostalih flavonolov in ploskev lista okuženega z GLRaV-3 47,5 mg/100 g miricetin derivatov 
in 12,9 mg/100 g ostalih flavonolov. 
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Povprečne vsebnost hidroksicimetnih (HCA) in hidroksibenzojskih kislin (HBA), 
flavanonov (FLAVA), stilbenov (STIL) in antocianinov (ANTO) s standardno napako v žili 
in ploskvi listov glede na obravnavanje so prikazane na sliki 11. 
 
 
Slika 11: Povprečna vsebnost (mg/100 g SM) hidroksicimetnih (HCA) in hidroksibenzojskih kislin (HBA), 
flavanonov (FLAVA), stilbenov (STIL) in antocianinov (ANTO) s standardno napako v žili in ploskvi listov 
v posameznih obravnavanjih. Statistično značilne razlike med obravnavanji pri isti skupini fenolnih spojin so 
prikazane z različno črko. 
 
Statistično značilno najmanjšo vsebnost HCA smo v žilah in ploskvah listov izmerili pri 
GLRaV-3 (249 mg/100 g v žilah in 458 mg/100 g), medtem ko je bila le-ta v žili značilno 
največja pri GLRaV-2 in je znašala 408 mg/100 g ter v ploskvi pri GLRaV-2 (631 mg/100 
g) in K (595 mg/100 g) (slika 11). Značilno najmanj HBA so vsebovale žile (28,2 mg/100 
g) in ploskve (42,7 mg/100 g) pri K. Največjo vsebnost slednjih smo v žili izmerili pri okužbi 
z GLRaV-2 (46,5 mg/100 g), v ploskvi pa značilnih razlik v vsebnosti HBA med obema 
virusoma ni bilo. Ploskve okužene z GLRaV-2 so vsebovale 68,5 mg/100 g in ploskve 
okužene z GLRaV-3 70,5 mg/100 g HBA. Največ flavanonov so vsebovale žile pri GLRAV-
2, kjer je vsebnost znašala 35,6 mg/100 g in najmanj pri GLRaV-3 in K, kjer smo izmerili 
18,5 mg/100 g in 18,2 mg/100 g flavanonov. V ploskvah smo največjo vsebnost izmerili pri 
obeh virusih, in sicer 53,6 mg/100 g pri GLRaV-2 in 53,2 mg/100 g pri GLRaV-3 in 
najmanjšo 32,8 mg/100 g pri K. Značilno največja vsebnost stilbenov v žilah je znašala 8,24 
mg/100 g, katero smo izmerili pri GLRaV-2 in najmanjša 3,89 mg/100 g, ki smo jo izmerili 
pri GLRaV-3. V ploskvi listov se značilne razlike v vsebnosti stilbenov med GLRaV-2 (14,5 
mg/100 g) in GLRaV-3 (12,1 mg/100 g) niso pokazale, kakor tudi ni bilo značilnih razlik v 
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vsebnosti stilbenov med GLRaV-3 in K (9,33 mg/100 g). Značilno najmanj antocianinov so 
vsebovale žile (0,28 mg/100 g) in ploskve (0,24 mg/100 g) K, medtem ko so značilno največ 
antocianinov vsebovale žile pri GLRaV-2 (22,9 mg/100 g) in ploskve pri GLRaV-3 (110 
mg/100 g). 
 
Na sliki 12 so podane povprečne vsebnosti (mg/100 g SM) flavanolov, flavonolov, fenolnih 
kislin, flavanonov, stilbenov in antocianinov s standardno napako v žilah in ploskvah listov 
pri obravnavanju GLRaV-2. 
 
 
Slika 12: Povprečna vsebnost (mg/100 g SM) flavanolov, flavonolov, fenolnih kislin, flavanonov, stilbenov in 
antocianinov s standardno napako, v žili in ploskvi listov pri obravnavanju GLRaV-2. Statistično značilne 
razlike med obravnavanji pri isti skupini fenolnih spojin so prikazane z različno črko. 
 
Ploskve so v primerjavi z žilami vsebovale statistično značilno več flavanolov (1081 mg/100 
g), flavonolov (1976 mg/100 g), fenolnih kislin (700 mg/100 g), flavanonov (53,6 mg/100 
g) in stilbenov (14,5 mg/100 g), medtem ko je bila vsebnost antocianinov značilno večja v 
žilah (22,9 mg/100 g). 
 
Na sliki 13 so prikazane povprečne vsebnosti (mg/100 g SM) flavanolov, flavonolov, 
fenolnih kislin, flavanonov, stilbenov in antocianinov s standardno napako v žilah in 
ploskvah obravnavanja GLRaV-3. 
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Slika 13: Povprečna vsebnost (mg/100 g SM) flavanolov, flavonolov, fenolnih kislin, flavanonov, stilbenov in 
antocianinov s standardno napako, v žili in ploskvi listov pri obravnavanju GLRaV-3. Statistično značilne 
razlike med obravnavanji pri isti skupini fenolnih spojin so prikazane z različno črko. 
 
Prav tako kot pri okužbi z GLRaV-2 so ploskve listov okuženih z GLRaV-3 vsebovale 
statistično značilno več flavanolov (1063 mg/100 g), flavonolov (1782 mg/100 g), fenolnih 
kislin (528 mg/100 g), flavanonov (53,2 mg/100 g) in stilbenov (11,6 mg/100 g) v primerjavi 
z vsebnostjo naštetih spojin v žilah. Medtem ko so pri GLRaV-2 žile vsebovale 22,9 mg/100 
g antocianinov in ploskve 7,87 mg/100 g je bilo pri GLRaV-3 ravno obratno, saj smo v žilah 
izmerili le zanemarljivih 0,81 mg/100 g antocianinov in v ploskvah 110 mg/100 g. 
 
Povprečna vsebnost (mg/100 g SM) flavanolov, flavonolov, fenolnih kislin, flavanonov, 
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Slika 14: Povprečna vsebnost (mg/100 g SM) flavanolov, flavonolov, fenolnih kislin, flavanonov, stilbenov in 
antocianinov s standardno napako, v žili in ploskvi listov pri kontrolnem obravnavanju (K). Statistično značilne 
razlike med obravnavanji pri isti skupini fenolnih spojin so prikazane z različno črko. 
 
Žile v kontrolnem obravnavanju so vsebovale statistično značilno manj flavanolov (317 
mg/100 g), flavonolov (757 mg/100 g), fenolnih kislin (360 mg/100 g), flavanonov (16,5 
mg/100 g) in stilbenov (5,76 mg/100 g) kot ploskve, medtem ko ni bilo značilnih razlik v 
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Sinteza fenolnih spojin je odziv rastlin na biotične in abiotične dražljaje iz narave (Ali in 
sod., 2010), med katere uvrščamo tudi viruse, ki pri rastlinah povzročajo različna obolenja. 
V vinogradu v Goriških Brdih smo na trtah sorte 'Merlot' opazili atipična bolezenska 
znamenja okužbe z GLD, ki so se kazala kot rdeča obarvanost listnih žil ter rdeča packavost 
medžilnega prostora. Liste z GLD atipičnimi znamenji smo vzorčili na petih trtah, na eni trti 
smo vzorčili liste s tipičnimi znamenji GLD in na eni trti liste brez znakov okužb. 
Identifikacija virusov je potekala v genetskem laboratoriju Oddelka za agronomijo na 
Biotehniški fakulteti v Ljubljani. Identifikacija virusov z genetsko metodo sekvenciranja 
miRNA je pokazala, da je v listih z atipičnimi simptomi prisoten virus GLRaV-2, ki je bil v 
Sloveniji že identificiran (Tomažič in sod., 2005), vendar do sedaj bolezenska znamenja še 
niso bila opisana kot tudi ne odziv fenolnih spojin v listih. 
 
Ob virusni okužbi se v vinski trti pričakuje povečano vsebnost fenolov, kar smo potrdili tudi 
v naši raziskavi, saj smo v listih okuženih trt izmerili značilno večjo vsebnost skupnih 
analiziranih fenolov kot v listih zdravih trt. Gutha in sod. (2010) prav tako poročajo o večji 
vsebnosti fitoaleksinov v listih okuženih trt v primerjavi s kontrolo, kar so pripisali 
povečanemu izražanju genov za sintezo fenolnih spojin, kot odziv rastline na okužbo. 
 
Rezultati nakazujejo, da se rastline različno odzivajo na okužbe z različnimi virusi, saj so 
bile značilne razlike v vsebnosti skupnih ter nekaterih posameznih fenolov med GLRaV-2 
in GLRaV-3. To lahko pojasnimo z dejstvom, da so posamezni različki GLRaV med sabo 
morfološko podobni, vendar genetsko različni, kar lahko vodi do različnih odzivov 
gostiteljske rastline na patogeni organizem (Wallis in Sudarshana, 2016). 
 
Med flavanoli so po vsebnosti v okuženih listih izstopali dimerni procianidini, identificirali 
pa smo tudi monomerne, trimerne in tetramerne procianidine. Edini identificirani monomer 
je bil katehin, medtem ko so ostale tri skupine flavanolov predstavljali di-, tri- in tetramerni 
procianidini. Povečana vsebnost katehina v žilah in ploskvah listov okuženih trt je 
najverjetneje posledica dejstva, da ima katehin obrambno funkcijo v rastlinah (Guidoni in 
sod., 1997 in 2000). Posamezni flavanoli se v rastlinah združujejo v molekule večjih 
molekulskih mas, ki jih imenujemo kondezirani tanini. Slednji imajo v rastlinah obrambno 
funkcijo, saj so grenkega okusa, s čimer ščitijo liste pred prehranjevanjem s strani 
rastlinojedcev (Veberič, 2010). Do enakih ugotovitev so prišli tudi Gutha in sod. (2010), ki 
so na sorti 'Merlot', v listih trt okuženih z GLRaV-3 izmerili večjo vsebnost 
proantocianidinov kot v listih trt, ki niso kazale znamenj okužbe. 
 
Rezultati naše raziskave kažejo, da virusna okužba poveča vsebnost flavonolov v rastlinah. 
Značilne razlike v vsebnosti so bile tudi med posameznima virusoma, kjer so listi trt, 
okuženih z GLRaV-2 v splošnem vsebovali značilno več flavonolov kot listi trt, okuženih z 
GLRaV-3. V okuženih listnih žilah in ploskvah, kakor tudi pri K smo identificirali štiri 
glavne flavonole, med katerimi so po veliki vsebnosti izstopali derivati kvercetina in 
kempferola, medtem ko je bila vsebnost miricetina in ostalih flavonolov manjša. Pri okužbi 
z GLRaV smo v žilah in ploskvah listov izmerili značilno večjo vsebnost omenjenih spojin 
v primerjavi s K, kar je v skladu z rezultati lončnega poskusa na sorti 'Malvasia de 
Banyalbufar', avtorjev Montero in sod. (2016). Dosedanjim trditvam nasprotujoče rezultate 
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smo dobili glede vsebnosti derivatov kvercetina v žilah okuženih listov, kjer je K vsebovala 
nekaj več kvercetin derivatov kot GLRaV-3, vendar med njima kljub temu ni bilo statistično 
značilnih razlik. Do omenjenega pojava lahko pride zaradi variiranja vsebnosti posameznih 
flavonolov v rastlinah, kar je lahko posledica sorte ali okoljskih razmer (Veberič, 2010). 
Rezultate naše raziskave potrjujejo tudi Gutha in sod. (2010), ki so v listih okuženih in 
neokuženih trt potrdili prisotnost flavonolov, predvsem derivate kvercetina in miricetina, 
vendar je bila njihova vsebnost za 24 % večja v listih okuženih trt. 
 
Okužba vinske trte z GLRaV-2 vpliva na vsebnost HCA v žilah, medtem ko na vsebnost v 
ploskvah ni imela vpliva. Kljub manjši vsebnosti HCA v ploskvah pri K, v primerjavi z 
GLRaV-2, med njima ni bilo statistično značilnih razlik. Presenetljiv je podatek, da so 
najmanj HCA vsebovali listi okuženi z GLRaV-3, kar je v nasprotju z rezultati raziskave na 
sorti 'Nebbiolo', kjer so v listih trt okuženih z GLRaV-3 izmerili največjo vsebnost HCA v 
primerjavi s K (Guidoni in sod., 1997). Poleg HCA smo med fenolnimi kislinami v naših 
vzorcih identificirali tudi HBA, kar potrjuje dejstvo, da so fenolne kisline stalno prisotne v 
rastlinah (Rentzsch in sod., 2009; Ali in sod., 2010). 
 
Predhodne študije navajajo, da je povečana sinteza stilbenov odziv vinske trte na stresne 
dejavnike iz okolja, kar pa nismo potrdili v naši raziskavi. Značilno najmanjšo vsebnost 
stilbenov smo izmerili v žilah listov okuženih z GLRaV-3 in v ploskvah pri GLRaV-3 in K. 
Med vsebnostjo stilbenov v žilah so bile statistično značilne razlike med vsemi tremi 
obravnavanji, vendar so bile te razlike v vsebnosti zelo majhne. Posledično ni presenečenje, 
da v ploskvi ni bilo značilnih razlik v vsebnosti stilbenov med GLRaV-2 in GLRaV-3 ter 
GLRaV-3 in K. Do tega je najverjetneje zaradi stalne prisotnosti stilbenov v okuženih in 
neokuženih listih vinske trte, upoštevati pa moramo tudi dejstvo, da je vsebnost silbenov 
pogojena s sorto in razvojno fazo rastline (Katalinić in sod., 2009, 2011). 
 
Antocianini so odgovorni za pojav rdečega obarvanja listnih ploskev oziroma žil. Njihova 
vsebnost je bila v skladu z našimi predvidevanji, ki smo jih postavili glede na fenotipske 
lastnosti listov, in sicer smo značilno najmanjšo vsebnost izmerili v žilah in ploskvah K. 
Značilno največjo vsebnost antocianinov v žilah smo izmerili pri GLRaV-2, kjer so bile žile 
obarvane rdeče ter medžilni prostor zeleno in v ploskvah pri GLRaV-3, kjer so bile žile 
zeleno in medžilni prostor rdeče obarvane. Omeniti velja, da sta bila na kromatogramih, kjer 
so bili izmerjeni antocianini vidna dva pika, in sicer sta bila identificirana kot cianidin-3-
glukozid in peonidin-3-glukozid. Prav tako so Gutha in sod. (2010) s HPLC analizo v 
okuženih listih potrdili prisotnost cianidin-3-glukozida, peonidin-3-glukozida in malvidin-
3-glukozida, saj sta bila na kromatogramu vidna dva izrazita in en manjši pik, medtem ko v 
zelenih listih HPLC analiza ni zaznala antocianinov. 
 
Vsebnost vseh analiziranih fenolov, kakor tudi večine posameznih skupin fenolnih spojin je 
bila večja v ploskvah kakor v žilah listov. Nasprotno so žile listov pri GLRaV-2 vsebovale 
več antocianinov kot listne ploskve. Pri K ni bilo statistično značilnih razlik vsebnosti 
antocianinov med listno žilo in ploskvijo. 
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Glede na rezultate raziskave v okviru magistrskega dela smo prišli do naslednjih sklepov: 
 
[1] Trte z atipičnimi GLD bolezenskimi znamenji so okužene z GLRaV-2. 
 
[2] Bolezenska znamenja okužbe z GLRaV-2 so bila drugačna od običajnih znamenj GLRaV 
in so se kazala kot rdeče obarvane žile in packasto obarvanje medžilnega prostora. 
 
[3] Žile in ploskve listov okuženih z GLRaV-2 so med posameznimi fenolnimi spojinami 
vsebovale značilno največ derivatov kvercetina. 
 
[4] Listne ploskve so vsebovale značilno več katehina pri okužbi z GLRaV-3, medtem ko je 
bila vsebnost slednjega v listnih žilah značilno večja pri GLRaV-2. 
 
[5] Pri GLRaV-3 smo značilno največ skupnih in posameznih fenolnih spojin, med njimi 
tudi antocianinov, izmerili v listni ploskvi. 
 
[6] Sinteza posameznih fenolnih spojin, razen antocianinov je bila v listih z atipičnimi 
znamenji značilno večja v ploskvah kot v žilah. 
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Vinsko trto okužuje 64 različnih vrst virusov, kar predstavlja največje število virusov na eni 
sami gojeni rastlini. V intenzivni pridelavi grozdja lahko povzročajo veliko gospodarsko 
škodo, saj negativno vplivajo na količino pridelka ter kemično sestavo jagod in vina. Virusi 
so zelo problematični, saj se z okuženim sadilnim materialom ali vektorji zelo hitro širijo 
med rastlinami in vinogradi. Gospodarsko najbolj škodljiv virus v pridelavi grozdja je 
GLRaV, kateri se je do danes razvil v številne varietete. Pojavljanje novih različkov virusov, 
skupaj s prihodom novih, nam še neznanih vrst virusov v Slovenijo, kot je GRBaV, lahko 
predstavlja težavo slovenskih vinogradnikov pri uspešni pridelavi grozdja. 
 
V okviru naše raziskave smo ugotavljali biokemični odziv vinske trte na okužbo z GLRaV-
2, v primerjavi z GLRaV-3, ki je v Sloveniji pogosti virus. Poskus je bil izpeljan na trtah 
sorte 'Merlot', posajenih v vinogradu v Goriških Brdih, pri katerih smo na listih opazili 
atipična znamenja okužbe z GLRaV v obliki rdeče obarvanih žil ter rdeče packavosti 
medžilnega prostora. Liste smo vzorčili 28.8.2017 na sedmih naključno izbranih trtah, od 
katerih jih je pet kazalo atipična znamenja okužbe, ena tipična znamenja okužbe z GLRaV-
3 in ena trta je predstavljala kontrolo. V laboratoriju smo v vsakem vzorcu, desetim 
naključno izbranim listom izrezali žilo in ploskev ter vsako posebej zmleli v tekočem dušiku. 
Vzorcem smo pripisali naslednja obravnavanja GLRaV-2_Ž, GLRaV-2_L, GLRaV-3_Ž, 
GLRaV-3_L, K_Ž in K_L. Iz pripravljenega rastlinskega materiala smo pripravili vzorce, iz 
katerih smo ekstrahirali fenolne spojine iz celic žil in ploskev. Vsebnost posamezne spojine 
smo izračunali iz površine pika na kromatogramu in iz formule umeritvene krivulje 
pripadajočega standarda fenola. 
 
Po opravljeni statistični analizi smo ugotovili, da okužba vpliva na vsebnost posameznih in 
skupnih fenolnih spojin v listih, saj smo v ploskvah listov GLRaV-2 in GLRaV-3 ter žilah 
listov GLRaV-2 izmerili značilno večjo vsebnost skupnih fenolov kot pri K. Listne žile in 
ploskve pri GLRaV-2 so vsebovale značilno več večine posameznih in skupnih fenolnih 
spojin v primerjavi z GLRaV-3, kar nakazuje na bolj aktivno delovanje obrambnih 
mehanizmov rastlin po okužbi z GLRaV-2. Med flavanoli smo izmerili značilno največ 
dimernih procianidinov in pri flavonolih kvercetin derivatov. Med fenolnimi kislinami so po 
vsebnosti prevladovale HCA. Listne ploskve GLRaV-2 in GLRaV-3 so vsebovale značilno 
več posameznih in skupnih fenolnih spojin v primerjavi z žilami. Nasprotno smo v žilah pri 
GLRaV-2 izmerili značilno večjo vsebnost antocianinov v primerjavi z vsebnostjo v listnih 
ploskvah. 
 
Glede na rezultate lahko sklepamo, da se različni deli lista različno odzivajo na okužbo z 
GLRaV-2 in GLRaV-3. V listnih ploskvah smo značilno večjo vsebnost katehina izmerili 
pri GLRaV-3, medtem ko so značilno največ katehina vsebovale žile pri GLRaV-2. Na temo 
vpliva virusne okužbe na fenolni profil listov vinske trte bi bilo potrebno opraviti še več 
dodatnih raziskav, kjer bi bi preverili odziv različnih sort na okužbo ali odziv trt v različnih 
okoljskih razmerah. Predvsem bi želeli preveriti, ali bi bila tudi pri drugi sorti, v enakih 
okoljskih razmerah in obratno, vsebnost fenolov večja v ploskvah kot v žilah listov. 
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Priloga A: Identificirane fenolne spojine v analiziranih listnih vzorcih sorte 'Merlot' in razvrstitev v skupini 
flavonoidov ali neflavonoidov 
Fenolna spojina Skupina 
Katehin Flavanoli 
Epikatehin Flavanoli 
Epikatehin galat Flavanoli 
Procianidin dimer 1 Flavanoli 
Procianidin dimer 2 Flavanoli 
Procianidin dimer 3 Flavanoli 
Procianidin trimer 1 Flavanoli 
Procianidin trimer 2 Flavanoli 
Procianidin trimer 3 Flavanoli 
Procianidin tetramer Flavanoli 












Miricetin glukuronid Flavonoli 
Miricetin heksozid 1 Flavonoli 
Miricetin heksozid 2 Flavonoli 
Izoramnetin heksozid Flavonoli 
Eriodiktiol heksozid Flavanoni 
Naringenin heksozid 1 Flavanoni 
Naringenin heksozid 2 Flavanoni 
Naringenin heksozid 3 Flavanoni 
Kaftarna kislina HCA 
3-caffeoylquinic acid (3 CQA) HCA 
3-p-coumaroylquinic acid HCA 
5-caffeoylquinic acid 1 HCA 
5-caffeoylquinic acid 2 HCA 
Derivat sinapinske kisline HCA 
cis-5-p-coumaroylquinic acid HCA 
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Coutaric acid 1 HCA 
Coutaric acid 2 HCA 
Trans-5-p-coumaroylquinic acid HCA 
Ferulat HCA 
Ellagic acid pentozid 1 HBA 
Ellagic acid pentozid 2 HBA 
Piceatannol Stilbeni 
Cianidin-3-glukozid Antocianini 
Peonidin-3-glukozid Antocianini 
 
